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Ein Meilenstein der Evolution und Entstehung eukaryotischer Zellen war die Kompartimenti-
sierung durch Organellen. Damit wurden voneinander getrennte Reaktionsra¨ume geschaffen, in
denen jeweils ein einzigartiges chemisches Milieu herrscht. Die Kompartimentisierung erlaubt
es, dass unterschiedliche metabolische Prozesse parallel in der gleichen Zelle ablaufen und un-
abha¨ngig voneinander reguliert werden ko¨nnen. Ungeachtet dieser Vorteile bringt diese Organi-
sation jedoch auch große logistische Herausforderungen fu¨r die Zelle mit sich, denn nahezu alle
Proteine und Enzyme der Organellen werden im Zytosol synthetisiert und mu¨ssen anschließend
zu ihrem Bestimmungsort transportiert werden.
Zu diesen Organellen geho¨ren Mitochondrien, die nicht nur eine zentrale Rolle fu¨r den Stoffwech-
sel eukaryotischer Zellen spielen, sondern auch eine einzigartige Ultrastruktur besitzen. Diese wird
durch ein System aus zwei Lipiddoppelmembranen aufrecht erhalten, wodurch sich Mitochon-
drien in vier Unterkompartimente – die Außenmembran, den Intermembranraum, die Innenmem-
bran und die Matrix – unterteilen lassen. Die Innenmembran umschließt die Matrix, welche neben
einer eigenen mitochondrialen DNA auch mit einem eigensta¨ndigen Proteinsyntheseapparat aus-
gestattet ist. Daru¨ber hinaus beherbergt sie die Enzyme des Krebszyklus und der β-Oxidation und
ist somit fu¨r die Energiegewinnung von fundamentaler Bedeutung (Bartlett & Eaton, 2004). Die
Innenmembran ist mehrfach in die Matrix hineingefaltet, wodurch die sogenannten Cristae ausge-
bildet werden, in denen die Atmungskettenkomplexe lokalisiert sind. Da die Innenmembran eine
undurchla¨ssige Barriere zwischen Matrix und Intermembranraum darstellt, kann die Atmungskette
einen Protonengradienten u¨ber der Innenmembran aufbauen. Dies geschieht, indem die Atmungs-
kettenkomplexe Protonen von der Matrixseite auf die Intermembranraumseite der Innenmembran
transportieren. Dieser Protonengradient wird im Anschluß durch die F1Fo-ATPase zur Synthese
von ATP genutzt (Hatefi, 1985).
Neben der Energiesynthese finden in Mitochondrien eine Reihe weiterer essentieller Stoffwech-
selprozesse statt. So sind diese Organellen unter anderem am Aminosa¨ure- und dem Eisenstoff-
wechsel beteiligt, spielen eine wichtige Rolle fu¨r den Kalziumhaushalt der Zelle und sind ein
Schlu¨sselelement in der Regulation des kontrollierten Zelltots, der Apoptose. Bei diesen Stoff-
wechselwegen sind neben Matrixproteinen auch Proteine anderer mitochondrialer Kompartimente
von entscheidender Bedeutung. (Ernster & Schatz, 1981; Pozzan & Rizzuto, 2000; Orrenius et al.,
2003; Danial & Korsmeyer, 2004; Lill, 2009).
Die mitochondriale Außen- und Innenmembran unterscheiden sich stark in ihrer Protein- und
Lipidzusammensetzung. Im Gegensatz zur impermeablen Innenmembran zeichnet sich die Au-
ßenmembran zum Beispiel durch das Vorhandensein von Porinen aus, die die Diffusion kleiner
Moleku¨le bis zu einem Molekulargewicht von fu¨nf Kilodalton (kDa) ermo¨glichen (Benz, 1989).
Daru¨ber hinaus unterscheiden sich die beiden Membranen auch in ihrem Gehalt an Cardiolipin,
einem fu¨r Mitochondrien charakteristischen Phospholipid, das in keiner sonstigen Membran eu-
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karyotischer Zellen vorkommt (van Meer et al., 2008). Dieses Lipid spielt unter anderem eine
wichtige Rolle bei der strukturellen Organisation der Atmungskettenkomplexe und ist fu¨r die
Funktion einer Reihe weiterer Proteine wie dem ADP/ATP-Carrier von entscheidender Bedeu-
tung (Scha¨gger & Pfeiffer, 2000; Claypool et al., 2008).
In der Ba¨ckerhefe Saccharomyces cerevisiae sind etwa 1000 verschiedene mitochondriale Proteine
bekannt (Sickmann et al., 2003). Von diesen spielt ein Teil eine Rolle bei den zuvor erwa¨hnten
Stoffwechselwegen. Ein anderer Teil der Proteine u¨bernimmt wichtige Funktionen zur Aufrecht-
erhaltung der mitochondrialen Biogenese und Homo¨ostase, wie zum Beispiel bei der Replikation
der mitochondrialen DNA, der Synthese mitochondrial kodierter Proteine oder der Verschmelzung
und Teilung der Mitochondrien.
Mitochondrien entstanden der Endosymbionten-Theorie zufolge aus einem urspru¨nglich freileben-
den α-Proteobakterium, das durch ein Archaebakterium aufgenommen wurde (Gray et al., 1999,
2001; Embley & Martin, 2006). Im Laufe der Evolution wurden etwa 98% aller Gene fu¨r mito-
chondriale Proteine in den Zellkern transferiert (Borst & Grivell, 1978; Andersson et al., 1998).
Dieser Transfer machte die Entwicklung effizienter Importmechanismen notwenig, die die kernko-
dierten Proteine nach ihrer Synthese im Zytosol post-translational zu ihren Zielorten innerhalb der
Mitochondrien transportieren und in die richtigen Subkompartimente sortieren (Herrmann, 2003;
Dolezal et al., 2006; Kutik et al., 2009). Bis heute wurden fu¨nf unterschiedliche Proteinkomplexe
– der TOM-, TOB-, TIM22-, TIM23- und der OXA1-Komplex – beschrieben, die den Import ver-
schiedener Proteine in die Mitochondrien vermitteln (Dukanovic & Rapaport, 2011; Rehling et al.,
2004; Marom et al., 2011; Neupert & Herrmann, 2007; Hildenbeutel et al., 2008).
Im Folgenden soll der Proteinimport in Mitochondrien genauer beschrieben werden. Der Fokus
liegt hierbei auf der Insertion integraler Proteine in die mitochondriale Innenmembran.
1.1 Der TOM-Komplex — Das Tor zu den Mitochondrien
Proteine, welche in die Mitochondrien importiert werden sollen, mu¨ssen zuna¨chst die Außenmem-
bran passieren. Dieser Transport wird durch die Translokase der Außenmembran (translocase of
the outer membrane, TOM-Komplex) vermittelt. Die eigentliche Importpore des TOM-Komplexes
besteht aus zwei oder drei Kana¨len, die von je einer Tom40-Untereinheit gebildet werden. Je-
de Tom40-Untereinheit durchspannt die Membran in Form eines β-barrels (Ku¨nkele et al., 1998;
Hill et al., 1998; Ahting et al., 2001). Fu¨r die Regulation und Assemblierung des TOM-Komplexes
sowie dessen strukturelle Stabilita¨t sind die kleinen Tom-Proteine Tom5, Tom6 und Tom7 von be-
sonderer Bedeutung (Alconada et al., 1995; Dembowski et al., 2001; Wiedemann et al., 2003;
Schmitt et al., 2005; Sherman et al., 2005). Daru¨ber hinaus stellt Tom5 eine Verbindung zwi-
schen dem TOM-Kanal und den drei Rezeptoren Tom20, Tom70 und Tom22 her (Dietmeier et al.,
1997). Die Rezeptoren sind durch jeweils eine Transmembrandoma¨ne in der Außenmembran ver-
ankert und besitzen je eine große zytosolische Doma¨ne zur Erkennung der zu importierenden
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Proteine. Tom20 und Tom22 haben eine a¨hnliche Substratspezifita¨t und erkennen vorwiegend
Proteine mit Pra¨sequenz, aber auch einige Proteine mit interner Zielinformation wie β-barrel-
Proteine (Pfanner, 2000; Saitoh et al., 2007; Yamano et al., 2008). Der Rezeptor Tom70 ist dage-
gen spezifisch an der Erkennung polytoper Innenmembranproteine wie den Mitgliedern der mi-
tochondrialen Carrier-Familie (MCF) beteiligt, deren Import spa¨ter im Detail beschrieben wird
(So¨llner et al., 1990; Hines et al., 1990). Im Gegensatz zu Tom20 und Tom70 hat Tom22 eine
zusa¨tzliche Doma¨ne im Intermembranraum, die, wie spa¨ter beschrieben, von wichtiger Bedeu-
tung fu¨r die Translokation der Proteine ist. Daru¨ber hinaus spielt die Transmembrandoma¨ne von
Tom22 eine wichtige strukturelle Rolle fu¨r die Komplexbildung der TOM-Translokase (Mayer
et al., 1995; Schleiff et al., 1999; Krimmer et al., 2001; Yamano et al., 2008). Mitochondriale
Vorla¨uferproteine werden zuna¨chst im Zytosol synthetisiert und durch Chaperone wie Hsp70 in
einem ungefalteten, importkompetenten Zustand gehalten (Abbildung 1.1). Anschließend werden
sie substratspezifisch durch einen der drei TOM-Rezeptoren erkannt. Tom70 erkennt daru¨ber hin-
aus auch Pra¨sequenz-bindende Chaperone wie Hsp70 und – in Sa¨ugern – Hsp90 (Young et al.,
2003). Auf der Intermembranraumseite bindet das Vorla¨uferprotein an die sogenannte trans-Seite
des TOM-Komplexes, die durch die Proteine Tom40, Tom7 und die Intermembranraumdoma¨ne
von Tom22 gebildet wird. Die trans-Seite bindet Pra¨sequenzen mit ho¨herer Affinita¨t als die cis-
Seite und gewa¨hrleistet damit eine nach innen gerichtete Importbewegung (Rapaport et al., 1997;
Moczko et al., 1997; Kanamori et al., 1999; Model et al., 2002).
1.2 Proteininsertion in die mitochondrialen Innenmembran
In der inneren mitochondrialen Membran sind die beiden Translokasen TIM23 und TIM22 sowie
der OXA1-Komplex lokalisiert. TIM23 ist essentiell fu¨r den Import kernkodierter Matrixproteine
und verantwortlich fu¨r die Insertion kernkodierter Membranproteine, die typischerweise nur eine
Transmembrandoma¨ne besitzen. Polytope Membranproteine werden dagegen vor allem durch den
TIM22-Komplex von Seiten des Intermembranraums oder durch den OXA1-Komplex von Seiten
der Matrix in die Innenmembran inseriert. Daru¨ber hinaus u¨bernimmt Oxa1 eine Schlu¨sselfunkti-
on bei der ko-translationalen Insertion mitochondrial kodierter Proteine.
Die unterschiedlichen Insertions- und Translokationssysteme werden im Folgenden na¨her be-
schrieben.
1.2.1 Der TIM23-vermittelte Proteinimport
Der TIM23-Komplex (translocase of the inner membrane) ist fu¨r den Import aller Proteine
zusta¨ndig, die eine N-terminale Matrix-Zielsequenz besitzen, unabha¨ngig davon ob sie in die
Membran inseriert werden oder fu¨r den Import in die Matrix bestimmt sind. Diese Proteine wer-










































Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des durch TOM und TIM23 vermittelten Imports von Proteinen in Mi-
tochondrien. Proteine mit einer Matrix-Zielsequenz werden zuna¨chst im Zytosol translatiert und durch die Rezeptoren
des TOM-Komplexes erkannt. Anschließend erfolgt, vermittelt durch den TOM- und den TIM23-Komplex, der Import in die
Organellen. U¨ber diesen TIM23-vermittelten Importweg werden neben Matrixproteinen auch Innenmembranproteine und
lo¨sliche Proteine des Intermembranraum (IMR) importiert. MPP = mitochondriale Prozessierungspeptidase, IM = Import
Motor.
den TOM-Komplex transloziert. Im Intermembranraum wird die Zielsequenz durch den TIM23-
Komplex erkannt und das Protein noch wa¨hrend der Translokation durch den TOM-Komplex an
den TIM23-Komplex weitergeleitet (Abbildung 1.1). Der TIM23-Komplex kann in zwei funk-
tionell verschiedene Einheiten unterteilt werden, a) einen membransta¨ndigen Kernbereich und b)
einen Motorkomplex, der die Kraft in Form von ATP fu¨r den Import der Proteine liefert.
Der Kernbereich besteht aus den vier Untereinheiten Tim23, Tim17, Tim50 und Tim21 (Emtage
& Jensen, 1993; Maarse et al., 1994; Ryan et al., 1998; Yamamoto et al., 2002; Geissler et al.,
2002; Mokranjac et al., 2003). Tim23 ist ein integrales Membranprotein aus vier Transmembran-
doma¨nen, die die eigentliche Translokationspore bilden (Lohret et al., 1997; Martinez-Caballero
et al., 2007; Alder et al., 2008), und einer großen N-terminalen Doma¨ne im Intermembranraum,
die in zwei Bereiche unterteilt werden kann. Der N-Terminus dieser Doma¨ne steht in Verbin-
dung mit der Außenmembran und lokalisiert so den TIM23-Komplex an den Kontaktstellen zwi-
schen Außen- und Innenmembran (Donzeau et al., 2000; Vogel et al., 2006). Der C-terminale
Bereich der Intermembranraumdoma¨ne ist dagegen unter anderem fu¨r die Erkennung von Matrix-
Zielsequenzen durch den TIM23-Komplex mitverantwortlich (Bauer et al., 1996). Tim17, Tim50
und Tim21 sind unter anderem an der Regulation des TIM23-Komplexes und der Erkennung von
Pra¨sequenzen beteiligt, sollen aber an dieser Stelle nicht na¨her beschrieben werden.
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Bei Matrix-Zielsequenzen handelt es sich um amphipatische Helices mit einer positiven und einer
hydrophoben Halbseite (Hurt et al., 1984; Horwich et al., 1985). Aufgrund des u¨ber der Innen-
membran aufgebauten Membranpotentials werden sie in einer Art elektrophoretischer Bewegung
durch den TIM23-Komplex bewegt (Ungermann et al., 1996). Die Zielsequenz des importier-
ten Proteins interagiert auf der Matrixseite mit dem mitochondrialen Hsp70-Homolog, mtHsp70,
das eine zentrale Komponente des Motorkomplexes ist (Kang et al., 1990; Scherer et al., 1990;
Manning-Krieg et al., 1991). Das durch mtHsp70 gebundene Vorla¨uferprotein ist nun auf der Ma-
trixseite fixiert und kann nicht mehr zuru¨ck in den Intermembranraum rutschen. Im Folgenden
geht man davon aus, dass sich, durch die Brownsche Molekularbewegung bedingt, das Vorla¨ufer-
protein immer wieder ein kleines Stu¨ck in die Matrix hineinbewegt. Die hierbei exponierten
Bereiche des Proteins werden immer wieder durch mtHsp70 gebunden und so am Zuru¨ckrut-
schen in den Intermembranraum gehindert. Hierdurch kommt es zu einer nach innen gerichteten
Bewegung des Vorla¨uferproteins (Okamoto et al., 2002). Das Ablo¨sen der mtHsp70-Moleku¨le
von den importierten Substraten verbraucht ATP und ATP-Depletion stoppt daher den Proteinim-
port (Schneider et al., 1994; Ungermann et al., 1994, 1996; Geissler et al., 2001). Die Matrix-
Zielsequenz der importierten Proteine wird noch wa¨hrend des Imports durch die mitochondriale
Prozessierungspeptidase (MPP) geschnitten (Taylor et al., 2001; Gakh et al., 2002; Vo¨gtle et al.,
2009).
Neben lo¨slichen Matrix-Proteinen, die u¨ber diesen Mechanismus vollsta¨ndig in die Matrix im-
portiert werden, ist der TIM23-Komplex ebenfalls fu¨r die Insertion einer Vielzahl verschiedener
Membranproteine verantwortlich. Diese Proteine haben typischerweise nur eine hydrophobe
Transmembrandoma¨ne, die gleichzeitig als Stopp-Transfersignal dient, welches eine Verlangsa-
mung der Translokation und die damit verbundene laterale Freisetzung der Transmembrandoma¨ne
in die Innenmembran zur Folge hat (Abbildung 1.1) (van Loon & Schatz, 1987; Glaser et al.,
1988, 1990; Meier et al., 2005).
1.2.2 Der TIM22-Komplex und seine Funktion bei der Insertion mitochondrialer
Carrier
Die Biogenese der mitochondrialen Carrier-Proteine wurde in den letzten Jahren ausfu¨hrlich stu-
diert und im Detail beschrieben. Der TIM22-Komplex nimmt dabei eine entscheidende Rolle
ein, da er die Insertion der Carrier in die mitochondriale Innenmembran vermittelt. Der TIM22-
Komplex besteht aus einem in die Membran eingebetteten Teil sowie einem pheripheren, im Inter-
membranraum lokalisierten Bereich. Letzterer wird durch die kleinen Tim-Proteine Tim9, Tim10
und Tim12 gebildet (Koehler et al., 1998a; Sirrenberg et al., 1998; Koehler et al., 1998b; Adam
et al., 1999). Die kleinen Tim-Proteine haben ein Molekulargewicht zwischen acht und zwo¨lf Ki-
lodalton und ihre Termini bilden α-Helices aus. Die zwei α-helicalen Bereiche sind durch einen
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kurzen flexiblen Bereich miteinander verbunden, sodass die kleinen Tim-Proteine eine V-a¨hnli-
che Konformation einnehmen. Der Großteil der Tim9- und Tim10-Moleku¨le formt lo¨sliche hexa-
mere Komplexe bestehend aus jeweils drei Tim9- und drei Tim10-Untereinheiten, deren flexible
Bereiche in einer ringartigen Struktur zusammengelagert sind. Dieser Ring ist von den zwo¨lf α-
Helices umgeben und verleiht so den Tim9/10-Komplexen ein quallena¨hnliches Aussehen (Lu
et al., 2004; Vergnolle et al., 2005a; Webb et al., 2006). Tim9 und Tim10 formen nicht nur den
lo¨slichen Tim9/10-Komplex, sondern sind weiterhin in einem a¨hnlichen Komplex mit Tim12 zu
finden. Tim12 ist seinerseits fest an den TIM22-Komplex gekoppelt (Adam et al., 1999). Der
membransta¨ndige Teil der Translokase umfasst die integralen Membranproteine Tim22, Tim54
und Tim18 (Sirrenberg et al., 1996; Kerscher et al., 1997, 2000; Koehler et al., 2000), wobei die
Funktionen von Tim54 und Tim18 noch nicht ganz klar sind. Elektronenmikroskopische Aufnah-
men und elektrophysiologische Messungen zeigten jedoch, dass Tim22 die eigentliche Transloka-
tionspore ausbildet (Kovermann et al., 2002; Rehling et al., 2003). In vivo scheint jeder TIM22-
Komplex aus zwei Tim22-Kana¨len mit einem jeweiligen Durchmesser von etwa 1,6 nm zu beste-
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Abbildung 1.2: Modell des Imports mitochondrialer Carrier in die Mitochondrien. Mitglieder der mitochondrialen
Carrier -Familie werden zuna¨chst im Zytosol synthetisiert. Anschließend werden sie in einem Prozess, der in fu¨nf Stufen
unterteilt wird, u¨ber den TOM-Komplex in den Intermembranraum (IMR) importiert und durch den TIM22-Komplex in die
Innenmembran inseriert.
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translozieren. Dies ist von zentraler Bedeutung, wenn man die einzelnen Schritte des Carrier-
Imports genauer untersucht. Die Mitglieder der mitochondrialen Carrier-Familie werden im Zy-
tosol synthetisiert und durch Hsp70 (in Hefe und Sa¨ugern) und Hsp90 (in Sa¨ugern) gebunden,
wodurch die vorzeitige Faltung und Aggregation der Carrier verhindert wird (Abbildung 1.2, Stu-
fe I) (Young et al., 2003). Die Zielinformation der Carrier ist u¨ber die gesamte Polypeptidsequenz
verteilt und wird spezifisch durch den Rezeptor Tom70 erkannt (So¨llner et al., 1990; Brix et al.,
1999; Wiedemann et al., 2001; Young et al., 2003). Der Austausch von ADP gegen ATP induziert
eine Konformationsa¨nderung der gebundenen Hsp70- oder Hsp90-Moleku¨le, die zur Freisetzung
des Carriers fu¨hrt, welcher dann in einer schleifenartigen Konformation durch den TOM-Komplex
importiert wird (Stufe II). Auf der Intermembranraumseite wird er zuna¨chst von Tom22 gebunden,
durch die anschließende Wechselwirkung mit dem Tim9/10-Komplex von diesem Rezeptor dann
wieder abgelo¨st und durch den Intermembranraum geleitet. Die flexiblen α-helikalen Bereiche
eines Tim9/10-Komplexes binden hierbei vermutlich die hydrophoben Bereiche eines Carrier-
Moleku¨ls und verhindern so die Aggregation der Carrier im Intermembranraum (Webb et al.,
2006). Durch die Interaktion des Tim9/10-Komplexes mit dem TIM22-assoziierten Tim12 wird
der Carrier an die TIM22-Translokase gebunden (Stufe III) (Endres et al., 1999; Truscott et al.,
2002; Brandner et al., 2005). Die anschließende membranpotentialabha¨ngige Insertion der Carrier
durch den TIM22-Komplex (Stufe IV) ist bisher nur teilweise verstanden: Je zwei aufeinanderfol-
gende Transmembrandoma¨nen der Carrier scheinen dabei positiv geladene Schleifen zu formen,
die, a¨hnlich der Matrix-Zielsequenzen, getrieben durch das Membranpotential elektrophoretisch
durch den TIM22-Kanal u¨ber die Membran bewegt werden (Nelson et al., 1998; Rehling et al.,
2004). Interessant ist hierbei, dass im Gegensatz zum TIM23-vermittelten Import die eigentliche
Membraninsertion der Carrier durch die TIM22-Translokase nur vom Membranpotential, nicht
aber von ATP abha¨ngig ist. Im Anschluß an die Insertion und die laterale Freisetzung in die In-
nenmembran werden die Carrier in ihre funktionelle dimere Form u¨berfu¨hrt (Stufe V). Wie genau
dies vonstatten geht oder ob zusa¨tzliche Faktoren an der Assemblierung beteiligt sind, ist bisher
noch unklar.
Neben Mitgliedern der mitochondrialen Carrier-Familie werden Tim17, Tim23 und Tim22 durch
die TIM22-Translokase in die Innenmembran inseriert (Sirrenberg et al., 1996; Ka´ldi et al., 1998;
Kurz et al., 1999; Leuenberger et al., 1999).
1.2.3 Die mitochondriale Carrier -Familie.
In Mitochondrien finden eine Vielzahl chemischer Reaktionen statt, deren Verlauf entscheidend
von einem effizienten Austausch verschiedener Metabolite zwischen Zytosol und Mitochondrien
abha¨ngt. Im Gegensatz zur permeablen Außenmembran ist die Innenmembran selbst fu¨r kleinste
Metabolite undurchla¨ssig. Der Austausch dieser Metabolite zwischen Intermembranraum und Ma-
trix wird vor allem durch die mitochondrialen Carrier-Proteine vermittelt. In der Ba¨ckerhefe gibt
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es 35 mo¨gliche Carrier-Proteine, von denen jedoch nur eine kleine Zahl bisher im Detail charakte-
risiert wurde (Palmieri et al., 2000). Alle Carrier haben eine a¨hnliche Struktur. Sie sind etwa 300
Aminosa¨uren lang und umfassen sechs Transmembrandoma¨nen, die in drei aufeinanderfolgende
repetitive Module aus je zwei Transmembrandoma¨nen gegliedert sind. Auf der Matrixseite wer-
den die zwei Transmembrandoma¨nen eines jeden Moduls durch eine große hydrophile Schleife
miteinander verbunden, wa¨hrend die einzelnen Module durch kurze hydrophile Bereiche im Inter-
membranraum verbunden sind (Walker & Runswick, 1993; Palmieri, 1994). Die Kristallstruktur
des bovinen ADP/ATP-Carriers zeigt, dass die sechs α-helikalen Transmembrandoma¨nen zylin-
derartig um eine zentrale Pore herum angeordnet sind (Pebay-Peyroula et al., 2003; Nury et al.,
2005). Obwohl jedes Carrier-Moleku¨l fu¨r sich alleine funktionsfa¨hig zu sein scheint, deuten die
Kristallstruktur des ADP/ATP-Carriers und eine Reihe weiterer experimenteller Befunde darauf
hin, dass Carrier funktionelle Dimere ausbilden.
1.2.4 Die Rolle von Oxa1 bei der Proteininsertion
Die Membraninsertion mitochondrial kodierter Proteine. Trotz des ausgepra¨gten
Transfers von Genen in den Zellkern im Laufe der Evolution, sind einige Gene im mitochon-
drialen Genom zuru¨ckgeblieben und werden durch die mitochondriale Translationsmaschinerie
synthetisiert. Nahezu alle mitochondrial kodierten Proteine sind von zentraler Bedeutung, da sie
Teile der Reaktionszentren der Atmungskettenkomplexe der Innenmembran darstellen. In der Hefe
S. cerevisiae sind sieben Membranproteine mitochondrial kodiert: Cytochrom b (Cytb) der Cyto-
chrom c-Reduktase (Komplex III), Cox1, Cox2 und Cox3 der Cytochrom c-Oxidase (Komplex
IV) und Atp6, Atp8 und Atp9 der F1Fo-ATPase (Komplex V). Daru¨ber hinaus ist auch das ri-
bosomale Protein Var1 im mitochondrialen Genom kodiert. Warum die Gene fu¨r diese wenigen
Proteine nicht auch in den Zellkern transferiert wurden, ist nicht ganz klar. Zum einen deuten
verschiedene Daten darauf hin, dass, mit Ausnahme von Var1, diese Proteine zu hydrophob fu¨r
einen Import in die Organellen sind und, um ihre Aggregation zu verhindern, direkt in die In-
nenmembran inseriert werden mu¨ssen (Claros et al., 1995). Zum anderen erlaubt die Kopplung
von Proteinsynthese und Assemblierung in die Atmungskettenkomplexe eine exakte Regulation
der Genexpression. Eine von der Assemblierung abha¨ngige Genregulation mitochondrial kodierter
Atmungskettenkomplexuntereinheiten wurde bereits fu¨r Cox1 beschrieben, existiert aber ebenfalls
fu¨r Atp6, auch wenn die Details dieses regulatorischen Systems noch nicht hinreichend gekla¨rt
sind (Perez-Martinez et al., 2003; Barrientos et al., 2004; Mick et al., 2007; Pierrel et al., 2007;
Goyon et al., 2008). Zur Synthese dieser im mitochondrialen Genom kodierten Proteine besitzen
Mitochondrien ein eigenes Translationssystem, dessen zentrale Komponente die mitochondrialen
Ribosomen darstellen (Popot & de Vitry, 1990). A¨hnlich dem Insertionsmechanismus von Prote-
inen in die Membran des Endoplasmatischen Retikulums oder in die bakterielle Innenmembran
werden die mitochondrial kodierten Proteine ko-translational in die Membran inseriert und folgen
der sogenannten positive-inside-Regel (von Heijne, 1989). Dieser zufolge haben Doma¨nen, die
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u¨ber die Membran hinweg transloziert werden, eine negative Nettoladung, wa¨hrend die im Zyto-
sol verbleibenden Bereiche positiv geladen sind (Rojo et al., 1999; White & von Heijne, 2004;
Higy et al., 2004). Im Bezug auf die Ladungsverteilung mitochondrial kodierter Proteine bedeutet
dies, dass Doma¨nen mit einer negativen Nettoladung u¨ber die Innenmembran transportiert wer-
den, wa¨hrend positiv geladene Doma¨nen tendenziell in der Matrix lokalisiert sind (Gavel & von
Heijne, 1992). Im Gegensatz zum Sec-Translokon des Endoplasmatischen Retikulums und der
Bakterien wird die ko-translationale Insertion mitochondrial kodierter Proteine durch Oxa1, einer
vergleichsweise einfachen Insertase, katalysiert.
Oxa1 wurde 1994 in zwei unabha¨nigen genetischen Studien identifiziert, in der Mutanten ana-
lysiert wurden, die Defekte bei der Assemblierung der Cytochrom c-Oxidase aufwiesen (Bauer
et al., 1994; Bonnefoy et al., 1994). Wenig spa¨ter wurde gezeigt, dass Oxa1 (fu¨r Oxidase assembly)
maßgeblich an der Insertion des N-Terminus der Untereinheit zwei der Cytochrom c-Oxidase
(Cox2) in die mitochondriale Innenmembran beteiligt ist (He & Fox, 1997; Hell et al., 1997).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass Oxa1 nicht nur die Insertion von Cox2 vermittelt, sondern
eine wesentlich allgemeinere Rolle bei der Membraninsertion und wahrscheinlich der Assemblie-
rung mitochondrial kodierter Proteine spielt (Altamura et al., 1996; Hell et al., 2001; Jia et al.,
2007). Oxa1 ist in Eukaryoten und Prokaryoten hoch konserviert und findet sich in Mitochon-
drien, Chloroplasten (Alb3) und Bakterien (YidC) (Bonnefoy et al., 1994; Sundberg et al., 1997;























Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Oxa1-vermittelten post-translationalen sowie ko-translationalen
Proteininsertion. Oxa1 ist von zentraler Bedeutung bei der ko-translationalen Membraninsertion mitochondrial kodier-
ter Proteine sowie der konservativen Sortierung kernkodierter Membranproteine. Letztere werden zuna¨chst durch eine
Matrix-Zielsequenz in die Mitochondrien importiert und in einem anschließenden Schritt durch Oxa1 von der Matrixseite
aus in die Innenmembran inseriert. IMR = Intermembranraum, MPP = mitochondriale Prozessierungspeptidase.
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bei der Membraninsertion verschiedener Proteine und bilden zusammen mit Oxa1 die sogenann-
te YidC/Oxa1/Alb3-Familie. Oxa1 selbst ist ein integrales Protein der inneren mitochondrialen
Membran und durchspannt diese fu¨nfmal. Die N-terminale Doma¨ne von Oxa1 befindet sich im In-
termembranraum, der C-Terminus in der Matrix, wo er die Bindung mitochondrialer Ribosomen
vermittelt (Herrmann et al., 1997; Szyrach et al., 2003; Jia et al., 2003).
Mba1 ist ein weiteres Protein, das mitochondriale Ribosomen bindet. Zusammen mit Oxa1 erlaubt
es eine Positionierung der Ribosomen an der Innenmembran, die eine effiziente ko-translationale
Membraninsertion gewa¨hrleitet (Abbildung 1.3) (Preuss et al., 2001; Ott et al., 2006). Die Bedeu-
tung dieser beiden Proteine zeigt sich vor allem darin, dass sowohl Oxa1 als auch Mba1 bereits
sehr fru¨h wa¨hrend der Translation naszierende Polypeptidketten kontaktieren (Hell et al., 2001;
Preuss et al., 2001). Deletiert man Oxa1, akkumulieren mitochondriale Translationsprodukte in
der Matrix und werden dort abgebaut (He & Fox, 1997; Hell et al., 1997, 2001; Fiumera et al.,
2007). Eine Insertasefunktion von Mitgliedern der YidC/Oxa1/Alb3-Familie wird auch durch Stu-
dien mit aufgereinigtem YidC verdeutlicht (Serek et al., 2004; van der Laan et al., 2004a). In
Proteoliposomen rekonstituiert war rekombinantes YidC in der Lage, einfache Substratproteine
wie zum Beispiel die Foc Untereinheit der F1Fo-ATPase in die Membran zu inserieren. Der mo-
lekulare Mechanismus der YidC/Oxa1/Alb3-vermittelten Proteininsertion ist bisher jedoch noch
nicht aufgekla¨rt.
Oxa1-abha¨ngige Assemblierung von Membranproteinen. Neben der Funktion als In-
sertase scheint Oxa1 auch an der Faltung und/oder Assemblierung mitochondrial kodierter Pro-
teine beteiligt zu sein. Beispielsweise assoziiert Oxa1 mit dem mitochondrial kodierten Protein
Atp9 und stimuliert dessen erfolgreichen Einbau in den Fo-Teil der F1Fo-ATPase (Jia et al., 2007).
Daten, die mit menschlichen Mitochondrien gesammelt wurden, deuten weiterhin auf eine dauer-
hafte Assoziierung von Oxa1 mit der F1Fo-ATPase hin (Stiburek et al., 2007). Fu¨r eine mo¨gliche
Beteiligung von Oxa1 an der Faltung und/oder Assemblierung verschiedener Proteine sprechen
auch Daten des bakteriellen Oxa1-Homologs YidC, das eine zentrale Rolle bei der Faltung und
Topogenese der Laktose-Permease (LacY) spielt (Nagamori et al., 2004). Die genaue Funktion
und der Mechanismus der Oxa1-vermittelten Proteinfaltung und/oder Assemblierung ist bisher
jedoch ebenfalls vo¨llig unklar.
Die Membraninsertion konservativ sortierter Proteine. Neben seiner tragenden Rol-
le bei der ko-translationalen Proteininsertion mitochondrial kodierter Proteine, ist Oxa1 auch
an der Insertion einiger kernkodierter Proteine beteiligt. Diese Proteine, darunter Oxa1 selbst,
Cox18/Oxa2 oder Untereinheit 9 der F1Fo-ATPase (Su9) in Neurospora crassa, verfu¨gen u¨ber ei-
ne Matrix-Zielsequenz und werden zuna¨chst u¨ber den TOM- und TIM23-Komplex in die Matrix
transloziert. Hier werden sie durch mtHsp70 gebunden, wodurch ihre Aggregation in der Matrix
verhindert wird, und anschließend in einem Oxa1-vermittelten Schritt in die Innenmembran inse-
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riert (Rojo et al., 1995; Herrmann et al., 1997; Funes et al., 2004). Die eigentliche Membraninser-
tion dieser Proteine scheint membranpotentialabha¨ngig zu sein und a¨hnlich der TIM22-abha¨ngi-
gen Proteininsertion zu funktionieren. So tragen Doma¨nen, die von der Matrixseite aus in den
Intermembranraum transportiert werden, eine negative Nettoladung, durch die sie vermutlich elek-
trophoretisch u¨ber die Membran hinweg bewegt werden (Herrmann et al., 1995, 1997; Herrmann
& Bonnefoy, 2004). Dieser zweistufige Prozess der Membraninsertion kernkodierter Proteine ist
vermutlich ein Relikt des bakteriellen Ursprungs der Mitochondrien. So spiegelt die Insertion
dieser kernkodierten Proteine von Seiten der Matrix in die Innenmembran deren urspru¨ngliche
Insertionsweise, ausgehend vom Zytosol der Proteobakterien in deren Innenmembran, wider und
wird als konservativer Sortierungsweg bezeichnet (Hartl et al., 1986). Die genaue Funktion, die
Oxa1 bei der Insertion konservativ sortierter Proteine u¨bernimmt, ist allerdings unklar.
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1.3 Fragestellung und Zielsetzung
Die Bedeutung von Oxa1 fu¨r die Insertion von kern- und mitochondrial kodierten Proteinen in
die mitochondriale Innenmembran ist gut dokumentiert, der molekulare Mechanismus der Oxa1-
vermittelten Proteininsertion dagegen vo¨llig unklar. Daru¨ber hinaus ist die Rolle von Oxa1 bei
der Insertion kernkodierter Proteine nur an wenigen Beispielen untersucht worden. Die Basis fu¨r
diese Arbeit war der Befund, dass die Deletion von Oxa1 in Saccharomyces cerevisiae eine star-
ke Reduktion der Menge des mitochondrialen ADP/ATP-Carriers hervorruft. Sowohl der Import
als auch die Insertion von Vertretern der mitochondrialen Carrier-Familie in die Innenmembran
ist bisher detailliert charakterisiert, eine Beteiligung von Oxa1 wurde hierbei jedoch bisher nicht
beschrieben. Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war daher die Aufkla¨rung der Funktion von
Oxa1 bei der Insertion mitochondrialer Carrier. Hierzu sollte nicht nur eine mo¨gliche Rolle von
Oxa1 bei der Insertion verschiedener Carrier untersucht, sondern auch die Frage beantwortet wer-
den, ob Oxa1 eine Rolle bei spa¨teren Biogenese-Schritten wie der Assemblierung u¨bernimmt.
Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte ein System etabliert werden, um den molekularen Mechanis-
mus der Oxa1-vermittelten Proteininsertion unabha¨ngig von der komplexen Proteinzusammen-
setzung der mitochondrialen Innenmembran untersuchen zu ko¨nnen. Zu diesem Zweck sollte
zuna¨chst die effiziente Aufreinigung von rekombinantem Oxa1 aus Escherichia coli etabliert und
dieses dann in Proteoliposomen rekonstituiert werden. Mittels dieser Oxa1-Proteoliposomen las-
sen sich nun verschiedene Aspekte der ko-translationalen Oxa1-vermittelten Proteininsertion in
vitro untersuchen.
2 Material und Methoden
2.1 Genetische Methoden
2.1.1 Verwendete E. coli-Sta¨mme
Fu¨r die Amplifikation von Plasmiden wa¨hrend der Klonierungsprozesse wurde der E. coli-Stamm
DH5α (Φ80, lacZ∆M15∆[lacZYA-argF] U196, recA1, endA1, hsdR17(r− m+), supE44, thi-1,
gyrA, relA1) verwendet.
Die Expression rekombinanter Proteine in E. coli erfolgte mittels des Stamms BL21(DE3)
(F−ompT, gal, dcm, lon, hsdSB(r−B m
−
B) λ (DE3 [lacI, lacUV5-T7 gene 1, ind1, sam7, nin5])).
Dieser Stamm besitzt eine chromosomale Kopie des IPTG-induzierbaren T7-RNA-Polymerase-
Gens unter Kontrolle des lacUV5-Promotors und ist deshalb zur Expression von Genen unter Kon-
trolle des T7-Promotors geeignet. Diesen Zellen fehlen außerdem die Proteasen Lon und OmpT,
was zu einer Stabilisierung der u¨berexprimierten Proteine fu¨hrt.
2.1.2 Kultivierung von E. coli
E. coli Kulturen wurden auf LB-Agar-Platten im Ku¨hlschrank gelagert. Vor der Verwendung der
Zellen wurden diese bei einer Temperatur von 37◦C unter Schu¨tteln in LB- oder TB-Medium an-
gezogen. Zur Selektion auf transformierte Plasmide wurde das Na¨hrmedium mit einer Konzentra-
tion von 0,1 mg/ml Ampicillin oder Kanamycin versetzt. Die Zusammensetzung aller verwendeter
Medien ist in Abschnitt 2.6 aufgelistet
2.1.3 Verwendete S. cerevisiae-Sta¨mme
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten und generierten Sta¨mme der Ba¨ckerhefe sind in Tabelle
2.1 aufgelistet.
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Stamm Genotyp Referenz
w303-1A Mat a; leu2-3,112; trp1-1; can1-100; ura3-1; ade2-
1; his3-11,15; ade2-1
(Rothstein, 1983)
∆Oxa1 Mat a; leu2-3,112; trp1-1; can1-100; ura3-1; ade2-
1; his3-11,15; ade2-1; OXA1::His3
(Hell et al., 1998)
∆Oxa1 + pOxa1ts Mat a; leu2-3,112; trp1-1; can1-100; ura3-1; ade2-
1; his3-11,15; ade2-1; OXA1::His3, Oxa1H121L
Diese Arbeit
∆Crd1 BY4742; Mat a; his3D1; leu2D0; lys2D0; ura3D0;
YDL142c::kanMX4
(Brachmann et al., 1998)
Tabelle 2.1: Verwendete S. cerevisiae-Sta¨mme
2.1.4 Kultivierung von S. cerevisiae
Fu¨r die Kultur von Hefezellen wurden verschiedene Voll- bzw. Selektivmedien verwendet, deren
genaue Zusammensetzung in Abschnitt 2.6 aufgelistet ist.
Flu¨ssigkulturen von S. cerevisiae wurden von einer Agarplatte angeimpft und unter Schu¨tteln in
Erlenmeyerkolben bei 25◦C (wenn nicht anders angegeben) in YP-Medium (supplementiert mit
2% einer fementierbaren [Glukose, Galaktose] oder einer nicht-fementierbaren Kohlenstoffquel-
le [Glycerin]) oder auf Laktat-Medium angezogen. Durch wiederholtes Passagieren wurden die
Kulturen in der logarithmischen Wachstumsphase (OD595 0,1-1,5) gehalten. Zur Isolation von
Mitochondrien (siehe Abschnitt 2.4.1), wurde hierbei das Volumen stetig erho¨ht.
Zur Herstellung von Glycerin-Stammkulturen wurden mit einer Impfo¨se Hefezellen von einer
dicht bewachsenen Agarplatte in 1 ml 15%-iges Glycerin u¨berfu¨hrt, in flu¨ssigem Stickstoff schock-
gefroren und bei -80◦C aufbewahrt. Fu¨r die Anzucht aus Glycerin-Stammkulturen wurden diese
auf einer Agar-Platte ausgestrichen und 2-3 Tage bei 30◦C inkubiert.
2.1.5 Transformation von S. cerevisiae
Die Transformation von S. cerevisiae erfolgte nach der Lithiumacetat-Methode (Gietz & Woods,
2002).
Hierzu wurden 20 ml YPD-Medium mit dem gewu¨nschten Hefestamm angeimpft und bei 30◦C
unter Schu¨tteln bis zu einer OD595 von 0,5 angezogen. Anschließend wurden 2 ml der Kultur
durch Zentrifugation bei 16 000 · g fu¨r 30 Sekunden (RT) geerntet, in sterilem Wasser gewaschen
und in 0.1 M sterilem Lithiumacetat fu¨r 10 Minuten bei 30◦C inkubiert. Die Zellen wurden durch
erneute Zentrifugation (16 000 · g, 30 s, RT) isoliert und in 50 µl ddH2O resuspendiert. Anschlie-
ßend wurden die Hefen mit 240 µl 50% [w/v] Polyethylenglycol-3350, 36 µl 1 M Lithiumacetat,
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5 µl hitzedenaturierte Lachsspermien-DNA (10 mg/ml) und 5 µl DNA (500-1000 ng/µl) versetzt.
Nach kra¨ftigem Mischen wurden die Proben fu¨r 45 Minuten bei 42◦C unter leichtem Schu¨tteln
inkubiert. Zur Selektion positiver Transformanden wurden die Hefen zentrifugiert (16 000 · g,
2 min, RT), in 100 µl ddH2O resuspendiert und auf Selektivmedium ausgestrichen. Die Platten
wurden 3-5 Tage bei 30◦C inkubiert.
Die Identita¨t der Klone wurde durch PCR (siehe Abschnitt 2.2.3) oder mittels Proteinextraktion
und Immunoblots (siehe Abschnitte 2.3.1 und 2.5.3) besta¨tigt. Fu¨r die PCR-Reaktionen wurden
einzelne auf einer Selektivplatte wachsende Kolonien in 2 µl Spha¨roplastierlo¨sung (5 mg/ml Zy-
molyase; 0,6 M Sorbitol; 100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4) resuspendiert. Nach einer Inkubation
fu¨r 30 Minuten bei 30◦C wurde dieser Ansatz direkt fu¨r die PCR Reaktion verwendet. Diese wurde
mit einem fu¨nfminu¨tigen Denaturierungsschritt bei 95◦C begonnen.
2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli
Die Pra¨paration von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte entweder im großen (pra¨parativ) oder im
kleinen Maßstab (analytisch). Kleine Mengen DNA wurden durch alkalische Lyse von E. coli-
Zellen nach Birnboim und Doly (Birnboim & Doly, 1979) gewonnen.
Hierzu wurden Einzelkolonien in 3 ml LBAmp-Medium angeimpft und u¨ber Nacht bei 37◦C unter
Schu¨tteln inkubiert. Zellen aus 1,5 ml Kultur wurden fu¨r eine Minute bei 10 000 · g (RT) sedi-
mentiert und in 50 µl ddH2O resuspendiert. Durch Zugabe von 300 µl Lo¨sung A (0,1 N NaOH;
0,5% SDS; 1 mM EDTA) wurden die Bakterien bei Raumtemperatur lysiert. Nach 5 Minuten wur-
de die Lyse durch Zugabe von 150 µl Lo¨sung B (3 M Natriumacetat, pH 4,5) gestoppt. Sowohl
pra¨zipitierte Proteine als auch chromosomale DNA wurden bei 16 000 · g fu¨r 10 Minuten bei
4◦C abgetrennt. Der klare U¨berstand wurde in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt, mit
dem zweifachen Volumen Ethanol (96%) versetzt und die Plasmid-DNA fu¨r 15 Minuten bei -20◦C
gefa¨llt. Diese wurde durch Zentrifugation bei 16 000 · g fu¨r 30 Minuten (4◦C) isoliert. Nach Wa-
schen mit 70% Ethanol und anschließendem Trocknen wurde die gefa¨llte Plasmid-DNA in 50 µl
sterilem ddH2O aufgenommen.
Gro¨ßere Mengen Plasmid-DNA wurden laut Herstellerangaben mittels des Pure-YieldTM Midi-
prep Kit von Promega pra¨pariert.
Die Konzentration der DNA wurde durch Messung der Extinktion gegen Wasser bei 260 nm (E260)
und 280 nm (E280) bestimmt. Eine Extinktionsa¨nderung von 1 bei 260 nm entspricht einer Kon-
zentration von 50 µg/µl doppelstra¨ngiger bzw. 33 µg/µl einzelstra¨ngiger DNA. Der Quotient aus
E260 und E280 ist ein Maß fu¨r die Reinheit der Probe und sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.
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2.2.2 Isolierung von genomischer DNA aus S. cerevisiae
Zur Isolation genomischer DNA aus S. cerevisiae wurde der gewu¨nschte Hefe-Stamm in 20 ml
YPD-Medium u¨ber Nacht bei 30◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Die Zellen wurden durch Zentri-
fugation (5 min, 5000 · g, RT) geerntet, in 2 ml Lysepuffer (2% [v/v] Triton X-100; 1% [w/v]
SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris, pH 8,0; 1 mM EDTA) resuspendiert und in Anwesenheit von
Glasku¨gelchen (Durchmesser 2 mm) durch kra¨ftiges Mischen auf einem Vortex mechanisch auf-
geschlossen. Das Lysat wurde im Anschluss mit 2 ml Phenol gemischt und bei 5.000 · g fu¨r 10
Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen, mit 1 ml Phenol
und 1 ml Chloroform gemischt und erneut zentrifugiert (5.000 · g, 10 min, RT). Die obere Phase
wurde erneut abgenommen und die DNA nach Zugabe von 1 ml Chloroform durch Zentrifugation
extrahiert. Erneut wurde die obere Phase abgenommen und die DNA durch Zugabe von 200 µl
Natriumacetat (3 M, pH 4,8) und 5 ml Ethanol (96%) fu¨r 20 Minuten bei -20◦C ausgefa¨llt. Die
DNA wurde durch Zentrifugation bei 19 000 · g fu¨r 30 Minuten bei 4◦C sedimentiert und mit 70%
Ethanol gewaschen. Anschließend wurde die DNA bei Raumtemperatur getrocknet (etwa 5 min),
in 250 µl ddH2O aufgenommen und in kleinen Aliquots bei -20◦C gelagert.
2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Einzelne Gene oder Genabschnitte von S. cerevisiae und E. coli wurden als DNA-Fragmente mit
Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) amplifiziert.
Als Primer dienten hierbei Oligodesoxynukleotide mit einer mindestens 18 Basen langen, zur
Matrizen-DNA komplementa¨ren Sequenz. Eine Standard-Reaktion mit einem Gesamtvolumen
von 50 µl, enthielt 5 µl Reaktionspuffer (10 · Pwo Reaktionspuffer, Peqlab), 0,2 mM aller 4 Des-
oxynucleosidtriphosphate (dNTPs) und 20 pmol von jedem Primer. Als Matrize dienten ca. 100 ng
genomische Hefe-DNA bzw. 20 ng Plasmid-DNA. Die Amplikation der DNA-Fragmente erfolgte
durch 2,5 U Pwo DNA-Polymerase (Peqlab) in 25-30 Temperaturzyklen. Jeder Zyklus bestanden
aus dem Schmelzen der DNA bei 95◦C fu¨r 30 Sekunden, Anlagerung der Oligodesoxynukleotide
an die Matrizen-DNA bei 48-64◦C (normalerweise 2◦C unter Tm) fu¨r 90 Sekunden und Synthese
der DNA bei 68◦C fu¨r 1,5-2 Minuten pro 1000 Basenpaare. Nach den Reaktionszyklen wurde mit
einer 5- minu¨tigen Nachinkubation bei 68◦C die DNA-Synthese vervollsta¨ndigt. Die Amplifikati-
on der DNA Fragmente wurde durch Gelelektrophorese kontrolliert. Die Schmelztemperatur (Tm)
der Primer wurde gema¨ß der folgenden Formel berechnet: (GC · 4 + AT · 2)− 4
2.2.4 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA
Fu¨r die Klonierung von DNA-Fragmenten in Plasmide sowie die Identifizierung positiver Klone
nach der Neukonstruktion von Plasmiden wurde die Plasmid-DNA mit Hilfe von Restriktionsen-
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donukleasen verdaut.
Der Verdau zur Klonierung wurde im pra¨parativen Maßstab in einem Gesamtvolumen von 50 µl
durchgefu¨hrt. Je 20 U der entsprechenden Restriktionsenzyme wurden zu dem vom Hersteller
empfohlenen 10 · Puffer mit 2-5 µg DNA und sterilem Wasser gegeben. Die Reaktionen wurden
zwischen 2 und 15 Stunden bei der empfohlenen Temperatur inkubiert.
Der Verdau zur Identifizierung positiver Klone erfolgte im analytischen Maßstab und erfolgte mit
je 10 U der entsprechenden Restriktionsenzyme und 500-1000 ng DNA-Lo¨sung in 20 µl Gesamt-
volumen. Die Inkubationszeit betrug 2 Stunden bei der empfohlenen Temperatur. Im Anschluss
an die Restriktion wurden die Ansa¨tze der pra¨parativen bzw. analytischen Gelelektrophorese un-
terzogen (siehe Abschnitt 2.2.6).
2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten mit Plasmid-DNA
Fu¨r die Neukonstruktion von Plasmiden wurden die durch Verdau mit Restriktionsenzymen erhal-
tenen DNA-Fragmente mit Hilfe der T4-DNA-Ligase kovalent miteinander verknu¨pft.
Die Reaktion wurde in dem vom Hersteller gelieferten Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 µl
durchgefu¨hrt. Dazu wurden 50-200 ng DNA des durch Restriktionsverdau linearisierten Vektors
mit dem fu¨nffachen U¨berschuss an verdautem DNA-Fragment gemischt und bei einer Temperatur
von 12◦C u¨ber Nacht inkubiert.
2.2.6 Analytische und pra¨parative Gelelektrophorese
DNA-Fragmente wurden mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese in Abha¨ngigkeit ihrer
Gro¨ße aufgetrennt. Dieses Verfahren wurde sowohl im analytischen Maßstab zur Restriktionsana-
lyse von Plasmiden als auch im pra¨parativen Maßstab zur Isolierung von PCR-Fragmenten und
linearisierter Plasmid-DNA durchgefu¨hrt.
Abha¨ngig der erwarteten Gro¨ße der DNA-Fragmente wurden Gele mit 1-1,5% Agarose in TAE-
Puffer (20 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA; 40 mM Tris/Acetat, pH 7,5) verwendet. Die Agaro-
selo¨sung wurde vor dem Gießen der Gele mit ca. 0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Proben
wurden mit 10 · Auftragspuffer (30% Glycerin; 0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol) ver-
setzt und in die Geltaschen geladen. Falls die Proben sto¨rende RNA enthielten, wurde ein 5 · Auf-
tragspuffer mit ca. 2 mU/ml Rnase A verwendet. Die Elektrophorese wurde in TAE-Puffer bei
etwa 10 V/cm2 durchgefu¨hrt. Die DNA wurde unter UV-Licht sichtbar gemacht. Zur Aufreini-
gung pra¨parativ verdauter DNA-Fragmente bzw. amplizierter DNA aus Agarosegelen wurden die
entsprechenden Banden ausgeschnitten und die DNA mit dem Kit NucleoSpin Extract II (Mache-
rey & Nagel) nach Anleitung des Herstellers extrahiert.
Die Konzentration der DNA wurde bei 260 nm, wie in Abschnitt 2.2.1 beschrieben, bestimmt.
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2.2.7 Herstellung hitzeschockkompetenter E. coli-Zellen
Fu¨r die Herstellung hitzeschockkompetenter E. coli-Zellen wurden 100 ml LB-Medium mit 5 ml
einer U¨bernachtkultur angeimpft und bei 37◦C unter Schu¨tteln inkubiert. Bei einer OD595 von 0,6
wurde die Kultur bei 1000 · g (4◦C) fu¨r 10 Minuten sedimentiert, in 40 ml eisgeku¨hltem Tfb1
(30 mM Kaliumacetat; 50 mM MnCl2; 100 mM RbCl2; 10 mM CaCl2; 12% (w/v) Glycerin)
vorsichtig resuspendiert und fu¨r 2 Stunden auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen
durch Zentrifugation (1000 · g, 4◦C, 10 min) re-isoliert, in 4 ml Tfb2 (10 mM MOPS; 75 mM
CaCl2; 10 mM RbCl2; 12% (w/v) Glycerin) resuspendiert und fu¨r eine Stunde auf Eis inkubiert.
Die hitzeschockkompetenten E. coli Zellen wurden in 100 µl Aliquots in flu¨ssigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80◦C gelagert.
2.2.8 Plasmidtransformation durch Hitzeschock
Zur Transformation hitzeschockkompetenter Bakterien wurden ca. 50 µl Zellen mit 1 µl gereinig-
ter Plasmid-DNA bzw. mit 10 µl Ligationsansatz (siehe Abschnitt 2.2.5) versetzt und zur Anlage-
rung der DNA an die Zellen fu¨r 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien
fu¨r 2 Minuten bei 42◦C hitzegeschockt, auf Eis abgeku¨hlt und mit 1 ml LB- Medium versetzt.
Der Transformationsansatz wurde fu¨r 1 Stunde bei 37◦C inkubiert und zur Selektion positiver
Transformanden auf LB-Platten mit geeignetem Selektionsmarker (u¨blicherweise Ampicillin oder
Kanamycin) ausgestrichen. Die Agar-Platten wurden u¨ber Nacht bei 37◦C inkubiert.
2.2.9 Verwendete Plasmide und klonierte Konstrukte
Alle in dieser Arbeit verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.2 aufgefu¨hrt. Fu¨r die in vitro Synthe-
se radioaktiv markierter Proteine wurden die Vektoren pGem3 und pGem4 (Promega) verwendet.
Hierzu wurden die jeweiligen Leserahmen (open reading frame) der Gene so in die Vektoren
ligiert, dass sie unter die Kontrolle des SP6-Promotors exprimiert werden. Die Expression von
Genen in S. cerevisiae erfolgte mittels des Plasmids pRS314 (Invitrogen). Die Gene wurden so
kloniert, dass sie unter Kontrolle der endogenen Promotor- und Terminatorsequenze stehen. Re-
kombinates Oxa1 wurde mittels des Vektors pEH1 exprimiert (Backert et al., 1998).
Die Strategien fu¨r die in dieser Arbeit klonierten Plasmide sind weiter unten na¨her erla¨utert.
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Plasmid Kodiertes Protein Vektor Referenz
pOxa1 Oxa1 S. cerevisiae pRS314 Soledad Funes
pOxa1ts Oxa1ts S. cerevisiae pRS314 Diese Arbeit
pAac2-Sc Aac2 S. cerevisiae pGem3 Diese Arbeit
pAac2-Nc Aac2 N. crassa pGem4 AG Neupert (Mu¨nchen)
pDic1 Dic1 S. cerevisiae pGem3 Diese Arbeit
pPic2 Pic2 S. cerevisiae pGem3 Diese Arbeit
pF1β F1β S. cerevisiae pGem4 (Cyr et al., 1993)
pSu91−69-
DHFR
Su91−69 N. crassa fusioniert mit Mus
musculus Dihydrofolatreduktase
pGem4 AG Neupert (Mu¨nchen)
pEH-Oxa1 His10-TEV-Oxa143−402 S. cerevisiae pEH1 Diese Arbeit
Tabelle 2.2: Verwendete Plasmide
Klonierung von pOxa1ts. Die Mutation H121L wurde durch punktbezogene Mutagenese
(site directed mutagenesis) in Oxa1 eingefu¨hrt. Hierzu wurde mit den Primern MH-64 und MH-
65 eine PCR-Reaktion (siehe Abschnitt 2.2.3) auf das Plasmid pOxa1 gemacht. Die PCR-Reaktion
wurde mit DpnI (NEB) verdaut und im Anschluss direkt in hitzekompetente E. coli DH5α trans-
formiert. Die erfolgreiche Mutagenese wurde durch Sequenzierung besta¨tigt.
MH-64: 5’–caa cac gtc ttg gag gcc gtt CTG gtt tac tct ggg ttg cct tgg
MH-65: 5’–cca agg caa ccc aga gta aac CAG aac ggc ctc caa gac gtg ttg
Klonierung von pAac2-Sc. Das Gen, welches den ADP/ATP-Carrier Aac2 kodiert, wurde
durch PCR mittels der Primer MH-133 und MH-134 aus genomischer DNA von S. cerevisiae
amplifiziert. Das resultierende PCR-Fragment wurde nach Restriktionsverdau mit den Enzymen
KpnI und SalI in den Vektor pGem3 ligiert und in E. coli DH5α transformiert. Aus einzelnen
Bakterienklonen wurde die Plasmid-DNA isoliert und die erfolgreiche Klonierung von pAac2
wurde durch Restriktionsverdau und Sequenzierung u¨berpru¨ft.
MH-133: 5’–ccc ggt acc gcc aga tta gac tta ttt gaa c
MH-134: 5’–ggg gtc gac cca tgt ctt cca acg ccc
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Klonierung von pDic1 und pPic2. Die Gene fu¨r die Carrier-Proteine Dic1 und Pic2 wur-
den mittels PCR aus genomischer DNA von S. cerevisiae amplifiziert. Fu¨r Dic1 wurden die Primer
MH-128 und MH-129 und fu¨r Pic2 das Primerpaar MH-124 und MH-125 verwendet. Die PCR-
Fragmente und der Vektor pGem3 wurden mit den Restriktionsenzymen HindIII und KpnI verdaut
und anschließend ligiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde durch Restriktionsverdau sowie Se-
quenzierung gepru¨ft.
MH-124: 5’–ggg aag ctt cag ttg taa agc atg gag tc
MH-125: 5’–ccc ggt acc cga tca gct aac cgg tgg
MH-128: 5’–ggg aag ctt gct gga cgg cat gtc aac c
MH-129: 5’–ccc ggt acc ctg cct agt tgt ctt cc
Klonierung von pEH-Oxa1. Der Vektor pEH-Oxa1 wurde in drei Schritten kloniert.
Zuna¨chst wurde ein His6-Tag gefolgt von einer TEV-Protease-Schnittstelle in die multiple clo-
ning site inseriert. Hierzu wurden die Primer MH-57 und MH-58 aneinander angelagert und so
zu doppelstra¨ngiger DNA komplementiert. Das hierbei entstandene Fragment mit NcoI und XbaI
U¨berha¨ngen wurde durch die T4 Polynukleotid Kinase phosphoryliert und in den Vektor pEH1
kloniert. Anschließend wurde Oxa1 durch PCR mittels der Primer MH-34 und MH-59 vom Plas-
mid pOxa1 amplifiziert, mit den Restriktionsenzymen KpnI und SacI verdaut und in den Vek-
tor pEH1-His6-TEV ligiert. Da His6-TEV-Oxa1 nicht an Nickel-beads gebunden werden konnte,
wurde der Tag von Sebastian Falk (AG Sinning, BZH, Heidelberg) durch PCR auf 10 Histidin-
Reste aufgefu¨llt. Im Restriktionsverdau als positiv identifizierte Klone wurden durch Sequenzie-
rung besta¨tigt.
MH-57: 5’–c atg gca cac cat cac cat cat cat gga tcc ggg aag ctt ggg t
MH-58: 5’–c tag acc caa gct tcc cgg atc cat gat gat ggt gat ggt gtg c
MH-59: 5’–ggg ggt acc gag aat ctc tac ttc caa tct aat tcg acg ggc cca aat gc
MH-34: 5’–ggg gag ctc tca ttt ttt gtt att aat gaa gtt tg
2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.3.1 Proteinextraktion aus S. cerevisiae
Die quantitative Isolation der Gesamtproteinfraktion aus S. cerevisiae erfolgte durch alkali-
sche Extraktion. Hierzu wurden 2 ml einer U¨bernachtkultur mit einer OD595 von 0,5 geerntet und
in ddH2O einmal gewaschen. Das Zellpellet wurde in 250 µl ddH2O aufgenommen und durch Zu-
gabe von 50 µl Lysepuffer (1,85 M NaOH; 1058 mM β-Mercaptoethanol; 100 mM PMSF) fu¨r 15
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Minuten auf Eis lysiert. Anschließend wurden die Proteine durch Zugabe von 75 µl 72% TCA fu¨r
20 Minuten auf Eis gefa¨llt und durch Zentrifugation fu¨r 30 Minuten bei 25 000 · g sedimentiert.
Das Pellet wurde mit 1 ml Aceton gewaschen und erneut fu¨r 15 Minuten bei 25 000 · g zentrifu-
giert. Die pra¨zipitierten Protein wurden in 100 µl Laemmli-Ladepuffer durch kra¨ftiges Schu¨tteln
bei 70◦C fu¨r 10 Minuten gelo¨st. Zur Analyse der Proteine mittels SDS-PAGE wurden 20-30 µl
Probe verwendet.
Die schnellere, nicht-quantitative, Isolierung des Gesamtproteins aus Hefe erfolgte nach einem
modizierten Protokoll von Kushnirov et al. (Kushnirov, 2000). Hierzu wurde 1 ml Zellen einer
U¨bernachtkultur mit einer OD595 von 1 durch Zentrifugation (16 000 · g, 30 s, RT) geerntet und in
25 µl Laemmli-Ladepuffer resuspendiert. Durch Zugabe eine Spatelspitze Glasku¨gelchen (0,5 mm
Durchmesser) und einminu¨tigem kra¨ftigem Schu¨tteln mittels eines Vortex wurden die Zellen durch
mechanische Scherkra¨fte geo¨ffnet und die Proteine freigesetzt. Im Anschluss wurden die Proben 2
Minuten bei 95◦C gekocht und durch weitere 75 µl Laemmli-Ladepuffer auf ein Endvolumen von
100 µl eingestellt. Zur Analyse der Proteine mittels SDS-PAGE wurden 20-30 µl Probe verwendet.
2.3.2 SDS-Gelelektrophorese
Proteine wurden mittels vertikaler, diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Die Gele, bestehend aus Sammelgel, Trenngel und
Bodengel, wurden zwischen zwei Glasplatten von 160 · 180 mm (durch Abstandshalter von 1 mm
Dicke getrennt) gegossen. Die verschiedenen Gello¨sungen setzten sich wie folgt zusammen:
- Sammelgel: 5% Acrylamid; 0,03% Bisacrylamid; 60 mM Tris/HCl, pH 6,8; 0,1% SDS (zur
Polymerisation 0,05% APS; 0,1% TEMED)
- Trenngel (12%/0.8%): 12% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCl, pH 8,8;
0,1% SDS (zur Polymerisation 0,1% APS; 0,03% TEMED)
- Trenngel (16%/0.2%): 16% Acrylamid; 0,2% Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCl, pH 8,8;
0,1% SDS (zur Polymerisation 0,1% APS; 0,03% TEMED)
- Bodengel: 12% Acrylamid; 0,8% Bisacrylamid; 375 mM Tris/HCl pH 8,8; 0,1% SDS (zur
Polymerisation 0,1% APS; 0,03% TEMED)
Fu¨r die Durchfu¨hrung der SDS-PAGE wurden die Proben in 1 · Laemmli-Ladepuffer (60 mM
Tris/HCl, pH 6,8; 2% SDS; 10% DTT; 10% Glycerin; 0.02% Bromphenolblau, pH 6,8) aufgenom-
men. Der Gellauf und die Trennung der Proteine erfolgte in SDS-Laufpuffer (50 mM Tris/HCl,
pH 8,3; 0,38 M Glycin; 0,1% SDS) bei 25 mA fu¨r 2-3 Stunden. Als Molekulargewichtsstandard
diente ein Gro¨ßenmarker der Firma Peqlab. Nach Beendigung der SDS-PAGE wurden die Proteine
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entweder auf Nitrocellulose (siehe Abschnitt 2.3.4) u¨berfu¨hrt oder die Gele mittels Coomassie
(siehe Abschnitt 2.3.3) gefa¨rbt.
2.3.3 Coomassie-Blau-Fa¨rbung und Trocknen von Polyacrylamid-Gelen
Der Nachweis von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen im SDS-Gel erfolgte durch Fa¨rbung
mit Coomassie-Blau in essigsaurer Methanollo¨sung. Dazu wurde das Trenngel mindestens 60 Mi-
nuten in Fa¨rbelo¨sung (30% Methanol; 10% Eisessig; 0,1% Coomassie- Blau-R) gefa¨rbt. Anschlie-
ßend wurde das Gel mit Wasser gespu¨lt und in Entfa¨rbelo¨sung (30% Methanol; 10% Eisessig)
entfa¨rbt. Das Gel wurde auf ein Whatman-Papier u¨berfu¨hrt und mittels einer Geltrockenapparatur
bei 80◦C unter Vakuum getrocknet.
2.3.4 Transfer von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen (Western-Blot)
Fu¨r den immunologischen Nachweis bzw. zur Detektion radioaktiv markierter, im SDS-Gel elek-
trophoretisch aufgetrennter Proteine (siehe Abschnitt 2.3.2), wurden die SDS-Polyacrylamidgele
nach der sogenannten Semi-Dry-Methode auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Dazu wur-
den 2 Whatmanpapiere, die Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und 2 weitere Whatmanpapiere
mit Blotpuffer (50 mM Tris/HCl, pH 8,3; 0,38 M Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol) durch-
tra¨nkt, in dieser Reihenfolge aufeinander gestapelt und in die Semi-Dry-Blotkammer (BioRad)
eingespannt. Der Transfer der Proteine erfolgte fu¨r 1,5 Stunden bei 1,33 mA/cm2 Gel. Die auf
die Membran transferierten Proteine wurden durch Fa¨rbung in Ponceau-Lo¨sung (0,2% Ponceau;
3% Trichloressigsa¨ure (TCA)) sichtbar gemacht. Zur Detektion von Radioaktivsignalen wurde die
Membran getrocknet und die Proteine mittels Autoradiographie detektiert (siehe Abschnitt 2.3.5).
Fu¨r die immunologische Detektion von Proteinen wurde die Membran in Wasser entfa¨rbt und wie
im Abschnitt 2.5.3 na¨her erla¨utert behandelt.
2.3.5 Autoradiographie und Densitometrie
Nitrozellulose-Membranen mit radioaktiv markierten Proteinen wurden nach Trocknen unter
Schutzlicht auf einem Ro¨ntgenfilm exponiert. Die Entwicklung des Films erfolgte, je nach Si-
gnalsta¨rke, nach einer Exposition von 16 Stunden bis 3 Wochen. Die auf dem Ro¨ntgenfilm sicht-
baren Banden wurden mittels eines Scanners (Epson) digitalisiert. Zur Quantifizierung der Radio-
aktivsignalsta¨rke einzelner Banden wurde das Programm ImageJ (Abramoff et al., 2004) verwen-
det.
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2.3.6 Synthese von 35S-Methionin-markierten Proteinen in vitro
Um 35S-markierte Proteine in vitro zu synthetisieren, wurden in pGEM3 oder pGEM4 klo-
nierte Gene mit Hilfe der SP6-RNA-Polymerase transkribiert und anschließend in Kaninchen-
Retikulozytenlysat in Gegenwart von 35S-Methionin translatiert (Pelham & Jackson, 1976).
Die Transkription wurde in einem Gesamtvolumen von 50 µl durchgefu¨hrt und enthielt 10 µl
5 · Transkriptionspuffer (200 mM Tris/HCl, pH 8.0; 60 mM MgCl2; 10 mM Spermidin), 10 µl
DTT (100 mM), 16 µl m7G(5)´ppp(5)´G (800 mM), 20 µl Ribonukleotide (jeweils 10 mM), 1 µl
RNasin (40 U/µl), 5-10 ng Plasmid-DNA und 2 µl SP6-RNA-Polymerase (50 U/µl, Biozym) Die
Reaktion wurde fu¨r eine Stunde bei 40◦C inkubiert und die RNA im Anschluss durch Zusatz von
10 µl Lithiumchlorid (10 M) und 300 µl Ethanol (96%) durch Zentrifugation (30 min, 30 000 · g,
4◦C) gefa¨llt. Das Sediment wurde mit 70%igem Ethanol gewaschen, bei Raumtemperatur getrock-
net und in 50 µl ddH2O mit 2 µl RNasin gelo¨st.
Um Proteine in vitro zu translatieren, wurden 15 µl der in vitro synthetisierten mRNA, 10 µl
Aminosa¨ure-Mix (alle proteinogenen Aminosa¨uren außer Methionin, je 200 µM) und 4 µl 35S-
Methionin (Perkin Elmer) mit 71 µl Kaninchen-Retikulozytenlysat gemischt. Die Reaktion wurde
60 Minuten bei 30◦C inkubiert. Anschließend wurden 2 µl nicht radioaktives Methionin (200 mM)
zugeben und fu¨r weitere 5 Minuten inkubiert, um naszierende Polypeptidketten fertig zu synthe-
tisieren. Die Reaktion wurde aliquotiert, in flu¨ssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80◦C
gelagert.
2.3.7 Radioaktive Markierung mitochondrialer Translationsprodukte in organello
Mitochondrial kodierte Proteine wurden wie folgt in isolierten Mitochondrien (siehe Abschnitt
2.4.1) in Anwesenheit von 35S-markiertem-Methionin in organello synthetisiert (Poyton et al.,
1996): Eine Standardreaktion enthielt 50 µg isolierte Mitochondrien und 40 µl 1,5 · Translations-
puffer (0,9 M Sorbitol; 225 mM KCl; 22,5 mM Kaliumphosphat, pH 7,4; 19,5 mM MgSO4; 6 mM
ATP; 0,75 mM GTP; 7,5 mM α-Ketoglutarat; 7,5 mM Phosphoenolpyruvat; 225 µg/ml aller pro-
teinogenen Aminosa¨uren außer Methionin; 30 mM Tris-HCl, pH 7,4; 10 µg/ml Pyruvatkinase).
Der Ansatz wurde 2 Minuten vorinkubiert und nach Zugabe von 35S-Methionin (10 µCi) bei 16◦C
fu¨r 15-60 Minuten weiterkubiert. Die in organello-Translation wurde durch Zugabe von 3 µl Me-
thionin (200 mM) und 3 µl Puromycin (1 mg/ml) gestoppt, die Mitochondrien in 1 ml SH-Puffer
gewaschen und in 25 µl 1 · Laemmli-Ladepuffer resuspendiert. Fu¨r die anschließende Auftrennung
der Proteine durch SDS-PAGE wurden 16%/0.2%ige Gele verwendet (siehe Abschnitt 2.3.2). Vor
der Gelelektrophorese wurden die Proben fu¨r 10 Minuten bei 37◦C geschu¨ttelt, jedoch nicht bei
96◦C gekocht, um die Aggregation der synthetisierten, vorwiegend hydrophoben Membranprote-
ine zu vermeiden.
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2.3.8 Bestimmung von Proteinkonzentrationen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte nach der Methode von Bradford mit dem
BioRad-Proteinassay nach Anleitung des Herstellers. Fu¨r die Bestimmung wurde eine Eichgera-
de mit einem vorgefertigten Proteinstandard (Immunglobulin G [0; 2,5; 5; 10; 20 und 40 µg/ml],
BioRad) erstellt. Alle Proben wurden mit einer 1:5 Verdu¨nnung des Bradford-Reagenz versetzt,
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und die Extinktionen bei 595 nm gemessen. Anhand
der Eichgerade la¨sst sich die Proteinkonzentration der Probe relativ zu ihrem Extinktionswert be-
rechnen.
2.3.9 Fa¨llung von Proteinen mit Trichloressigsa¨ure (TCA)
Um Proteine denaturierend zu fa¨llen wurde die Proteinlo¨sung auf 14% Trichloressigsa¨ure (TCA)
eingestellt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Das Pra¨zipitat wurde im Anschluss fu¨r 30 Minuten
bei 25 000 · g und 4◦C sedimentiert und der U¨berstand verworfen. Das Pra¨zipitat wurde mit
1 ml Aceton gewaschen und nach erneuter Zentrifugation (15 min bei 25 000 · g und 4◦C) fu¨r 5
Minuten bei 37◦C getrocknet. Die Proteine wurden zuna¨chst durch Zugabe von SDS-Ladepuffer
fu¨r 10 Minuten unter kra¨ftigem Schu¨tteln bei 70◦C resuspendiert und anschließend kurz bei 96◦C
aufgekocht.
2.3.10 Bestimmung des Molekulargewichtes von Proteinkomplexen durch Gelfil-
tration
Die molekulare Gro¨ße nativer Proteinkomplexe wurde durch Gelfiltrations-Chromatographie be-
stimmt. Hierzu wurde entweder gereinigtes Protein in Lysepuffer (1% DDM; 150 mM KCl;
20 mM Hepes/KOH, pH 7,3; 1 mM PMSF) auf 200 µl verdu¨nnt oder 1 mg der entsprechen-
den Mitochondrien wurde in Lysepuffer zu einer finalen Konzentration von 5 mg/ml resuspendiert
und fu¨r 30 Minuten bei 4◦C unter Schu¨tteln lysiert. Unlo¨sliche Aggregate wurden durch Zentrifu-
gation (100 000 · g, 2◦C, 30 min) abgetrennt. Der U¨berstand wurde auf eine mit 5 Sa¨ulenvolumen
Laufpuffer (0,1% DDM; 150 mM KCl; 20 mM Hepes/KOH pH 7,4; 1 mM PMSF) a¨quilibrier-
te Superose12-Gelfiltrationssa¨ule (GE-Healthcare) aufgebracht. Alle La¨ufe wurden mit einem
A¨KTA-System (GE-Healthcare) bei 4◦C und einer Flussrate von 0,3-0,5 ml/min durchgefu¨hrt.
Die Laufla¨nge betrug jeweils 1,5 Sa¨ulenvolumen. Es wurden Fraktionen von 500 µl gesammelt
und die Proteine mit TCA gefa¨llt (siehe Abschnitt 2.3.9). Alle Proben wurden mittels SDS-
Gelelektrophorese und Westernblot analysiert (siehe Abschnitte 2.3.2 und 2.3.4). Das Moleku-
largewicht der Proteinkomplexe wurde anhand einer Eichkurve bestimmt, die mit folgenden Pro-
teinen ermittelt wurde: Thyroglobulin G (669 kDa), Apoferritin (440 kDa), Aldolase (158 kDa),
Albumin (75 kDa), Ovalbumin (44 kDa).
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2.3.11 Carbonatextraktion und Flotation von Membranproteinen
Um Membranproteine von membranassoziierten oder lo¨slichen Proteinen zu trennen, wurden iso-
lierte Mitochondrien (siehe Abschnitt 2.4.1) oder Proteoliposomen in Extraktionspuffer aufge-
nommen (0,1 M Natriumcarbonat; 1 M Harnstoff) und anschließend durch Ultraschallbehandlung
aufgebrochen. Nach einer 20 minu¨tigen Inkubation bie 12◦C wurden die Proben auf 1,6 M Sac-
charose eingestellt und mit einer 1,2 M sowie einer 0,5 M Saccharoselo¨sung u¨berschichtet. Im
Anschluss wurden die Membranen durch Zentrifugation fu¨r 16 Stunden bei 160 000 · g und 4◦C
in einem SW 65 Ti-Rotor (Beckman-Coulter) flotiert. Danach wurde der Stufengradient fraktio-
niert und die Proteine der acht Fraktionen mit 14% TCA gefa¨llt (siehe Abschnitt 2.3.9) oder direkt
mit 4 · Ladepuffer versetzt. Proteinaggregate am Boden des Zentrifugenro¨hrchens wurden in SDS-
Ladepuffer resuspendiert.
2.3.12 Oxidation von Cysteinen durch Kupferphenanthrolin
Mittels einer Mischung aus Kupfer-II-Sulfat und 1,10-Phenanthrolin (Cu(OP)2) ko¨nnen Thiole
benachbarter Cysteine in steady state- oder frisch importierten, radioaktiv markierten Proteinen
oxidiert werden. Die Reaktion wurde nach einem modifizierten Protokoll von Majima et al. durch-
gefu¨hrt (Majima et al., 1995). Hierzu wurden Mitochondrien 1:100 oder Importreaktionen 1:10 in
SH-Puffer oder 20 mM Hepes/KOH, pH 7.4 zur Mitoplastierung verdu¨nnt und mit Cu(OP)2 auf ei-
ne finale Konzentration von 200 µM eingestellt. Das hierfu¨r verwendete Cu(OP)2 werde erst kurz
vor Verwendung durch Mischen einer frischen Kupfer-II-Sulfat-Lo¨sung (25 mM) und einer 1,10-
Phenanthrolin-Lo¨sung (50 mM) hergestellt. Die Oxidationsreaktion wurde zuna¨chst fu¨r 15 Minu-
ten auf Eis inkubiert und durch Zugabe von 5 mM N-Ethylmaleimid und 5 mM EDTA und einer
weiteren Inkubationszeit von 15 Minuten gestoppt. Im Fall einer vorangegangen Importreaktion
wurde die Proteinase K-Behandlung (siehe Abschnitt 2.4.2) parallel zur Oxidationsreaktion durch-
gefu¨hrt. Die Mitochondrien wurden re-isoliert, in SH-KCl gewaschen und in Laemmli-Ladepuffer
ohne DTT lysiert. Die Proteine wurden im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, auf Nitrozellulo-
se transferiert und durch Autoradiographie oder immunologisch nachgewiesen (siehe Abschnitte
2.3.2, 2.3.5 und 2.5.3).
2.3.13 Quervernetzung mitochondrialer Proteine
Chemische Quervernetzungsreagenzien ko¨nnen benachbarte Proteine kovalent verknu¨pfen, womit
sich beispielsweise Wechselwirkungen zwischen Proteinen untersuchen lassen. Verwendet wurde
das heterobifunktionale Quervernetzungsagenz m-Maleimid-Benzoyl-N-Hydoxysuccinimid-Ester
(MBS, Pierce). Die Quervernetzung frisch importierter, radioaktiv markierter Proteine wurde nach
Stoppen der Importreaktion und noch vor der Proteasebehandlung durchgefu¨hrt (siehe Abschnitt
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2.4.3). Die Quervernetzung fand in Anwesenheit von 400 µM MBS (frisch in DMSO gelo¨st) auf
Eis statt und wurde nach 30 Minuten durch Zugabe von 10 mM Cystein gestoppt. Im Anschluss
wurden die Mitochondrien mit 100 µg/ml Proteinase K auf Eis behandelt, der Verdau nach 30 Mi-
nuten durch 2 mM PMSF gestoppt, die Mitochondrien re-isoliert (10 min, 16 000 · g, 4◦C) und
zweimal mit SH-KCl-PMSF (20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol; 80 mM KCl; 0,5 mM
PMSF) gewaschen. Die Mitochondrien wurden in Laemmli-Puffer lysiert und mittels SDS-PAGE
und Autoradiographie analysiert.
2.3.14 Oxa1-Aufreinigung
Die Aufreinigung von rekombinantem His10Oxa1 erfolgte aus BL21(DE3) E. coli-Zellen, die mit
dem Plasmid pEH-Oxa1 durch Hitzeschock transformiert wurden. Die transformierten Zellen wur-
den in 200 ml TBKan u¨ber Nacht bei 37◦C angezogen, morgens in 2 Litern TBKan auf eine OD595
von 0,2-0,4 verdu¨nnt und auf 30◦C transferiert. Mit Erreichen einer OD595 von 0,8-0,9 wurden
die Zellen durch Zugabe von 0,5 mM IPTG induziert und fu¨r 4 Stunden bei 30◦C inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet (10 000 · g, 5 min, RT), bei -20◦C eingefroren und
gelagert oder sofort weiterverarbeitet.
Zur Isolation von His10Oxa1 wurden die Zellen in 50 ml Resuspensionspuffer (10 mM Tris, pH
7.0; 1 mM EDTA; 15% Glycerin; 1 mM PMSF) aufgenommen und nach Zugabe von 1 mg/ml
Lysozym, 5 µg/ml DNase 1, 1 mM PMSF und 1 · Complete Protease Inhibitormix (Roche) fu¨r 30
Minuten bei 4◦C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen durch Ultraschallbehandlung (Bran-
son Sonifier) aufgebrochen, nicht geo¨ffnete Zellen und Zelltru¨mmer bei 4000 · g fu¨r 30 Minuten
und 4◦C sedimentiert und bakterielle Membranen durch Zentrifugation bei 100 000 · g fu¨r 30
Minuten und 4◦C in einem Typ70 Ti Rotor (Beckman-Coulter) isoliert. Die Bakterienmembranen
wurden in 30 ml Lysepuffer (50 mM Na2HPO4, pH 7.9; 500 mM NaCl; 5 mM Imidazol, pH 7.9;
1% DDM; 1 mM PMSF; 1 · Complete Protease Inhibitormix) resuspendiert und fu¨r 30 Minuten
auf Eis lysiert. Das Lysat wurde durch Ultrazentrifugation (100 000 · g, 30 min, 4◦C) gekla¨rt
und His10Oxa1 mittels eines A¨KTA-Systems an eine Nickel-NTA-Sa¨ule (Quiagen) gebunden. Die
Sa¨ule wurde mit 30 ml Waschpuffer (50 mM Na2HPO4, pH 7.9; 500 mM NaCl; 20 mM Imidazol,
pH 7.9; 0,1% DDM) gewaschen und His10Oxa1 mittels Elutionspuffer (50 mM Na2HPO4, pH
7.9; 500 mM NaCl; 500 mM Imidazol, pH 7.9; 0,1% DDM) von der Sa¨ule eluiert. Die Reinheit
des aufgereinigten His10Oxa1 wurde mittels SDS-PAGE und Coomassiefa¨rbung des Gels (siehe
Abschnitte 2.3.2 und 2.3.3) u¨berpru¨ft.
2.3.15 Rekonstitution von His10Oxa1 in Proteoliposomen
His10Oxa1 wurde nach einem modifizierten Protokoll nach van der Does (van der Does et al.,
2003) in Liposomen rekonstituiert. Hierzu wurden 200 µl E. coli-Lipide (polar extract, 20 mg/ml
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in Chloroform, Avanti) in einen Rundkolben transferiert und unter Vakuum und Schu¨tteln das
Chloroform verdampft. Die getrockneten Lipide wurden anschließend in 200 µl ddH2O resuspen-
diert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefa¨ß u¨berfu¨hrt und durch Ultraschallbehandlung fu¨r 3 · 5 Sekun-
den Liposomen ausgebildet. Je 100 µl dieser Liposomen wurden entweder, um leere Liposomen
zu generieren, mit 500 µl Elutionspuffer (50 mM Na2HPO4, pH 7.9; 500 mM NaCl; 500 mM Imi-
dazol, pH 7.9; 0,1% DDM) oder, um Oxa1-Proteoliposomen zu erzeugen, mit 500 µl His10Oxa1
(0.4-0.8 µg/µl, siehe Abschnitt 2.3.14) gemischt und fu¨r 5 Minuten auf Eis inkubiert. Um die Ein-
lagerung von Oxa1 in die Liposomen zu erzwingen, wurden die Proben und das darin enthaltene
DDM mit 10 ml Verdu¨nnungspuffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0; 50 mM KCl) gemischt und fu¨r
30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Proteoliposomen wurden durch Zentrifugation bei 125 000 · g
fu¨r 30 Minuten bei 4◦C sedimentiert, in Verdu¨nnungspuffer resuspendiert, in flu¨ssigem Stickstoff
schockgefroren und bei -80◦C gelagert. Bevor die Proteoliposomen in Experimenten Verwendung
fanden, wurden sie nach dem Auftauen kurz (3 · 5 s) mit Ultraschall behandelt um unilamellare
Vesikel auszubilden.
2.4 Zellbiologische Methoden
2.4.1 Isolierung von Mitochondrien aus Hefe
Die Isolierung von Mitochondrien aus Hefezellen erfolgte nach der von Daum beschriebenen Me-
thode (Gasser et al., 1982). Hierzu wurden Zellen, wie in Abschnitt 2.1.4 beschrieben, bis zu einer
OD595 von 1,0-1,8 angezogen. Kulturen der Oxa1ts-Mutante, bei der Oxa1ts depletiert werden
sollte wurden dann im Wasserbad auf 37◦C erwa¨rmt, mit 25 µM Cycloheximid versetzt und fu¨r 3
Stunden bei 37◦C inkubiert. Kontrollkulturen wurden ebenfalls mit 25 µM Cycloheximid versetzt
und bei 25◦C fu¨r 3 Stunden weiterinkubiert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 2800 · g
fu¨r 5 Minuten (RT) geerntet und einmal mit Wasser gewaschen. Anschließend wurden sie in 2 ml
pro Gramm Feuchtgewicht (FG) Isolationspuffer 1 (100 mM Tris; 10 mM DTT) resuspendiert und
fu¨r 10 Minuten bei 30◦C in einem Schu¨ttler inkubiert. Danach wurde die Suspension erneut zen-
trifugiert (5 min, 2000 · g, 4◦C), die Zellen in 1,2 M Sorbitol gewaschen und in 6,7 ml pro Gramm
Feuchtgewicht Isolationspuffer 2 (1,2 M Sorbitol; 0,45 mg/ml Zymolyase; 20 mM Kaliumphos-
phatpuffer, pH 7,4) resuspendiert. Die Zellwand wurde fu¨r 45-60 Minuten bei 30◦C unter Schu¨tteln
verdaut. Die hieraus resultierenden Spha¨roplasten wurden fu¨r 5 Minuten bei 2000 · g (4◦C) geern-
tet und pro Gramm Feuchtgewicht in 13,4 ml eiskaltem Homogenisierungspuffer (0,6 M Sorbitol;
1 mM EDTA; 0,2% BSA; 1 mM PMSF; 10 mM Tris/HCl, pH 7,4) aufgenommen. Anschließend
wurden die Zellen mittels eines Glas- oder Teflonhomogenisators durch 10 Sto¨ße aufgeschlossen,
die Zellen fu¨r 5 Minuten bei 2000 · g und 4◦C abzentrifugiert und der U¨berstand gesammelt. Das
Zellpellet wurde mit weiteren 6,7 ml Homogenisierungspuffer pro Gramm Feuchtgewicht ver-
setzt und verbleibende, noch nicht geo¨ffnete Zellen durch weitere 10 Sto¨ße mit dem Glas- oder
Teflonhomogenisator aufgeschlossen. Nach einer erneuten Zentrifugation wurden die U¨berstande
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vereinigt und noch einmal fu¨r 5 Minuten bei 2000 · g (4◦C) zentrifugiert, um noch verbliebene
intakte Zellen, Zellkerne und Membranen abzutrennen. Die Mitochondrien wurden im Anschluss
durch Zentrifugation fu¨r 12 Minuten bei 16 000 · g und 4◦C sedimentiert und in SH Puffer (20 mM
Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol) aufgenommen. Von dieser Suspension wurde die absolute
Proteinmenge nach Bradford bestimmt (siehe Abschnitt 2.3.8). Unter anderem wurde mit ∆oxa1-
Mitochondrien gearbeitet, deren Innenmembranproteingehalt stark reduziert ist. Da sich hierdurch
gleiche Proteinmengen dieser Mutante nur bedingt mit denen des Wildtyps vergleichen lassen,
wurde zusa¨tzlich die Optische Dichte der Suspension bei 595 nm bestimmt, und die Mitochondrien
auf eine OD595 von 5 eingestellt. Die Mitochondrien wurden aliquotiert, in flu¨ssigem Stickstoff
eingefroren und bei -80◦C gelagert.
2.4.2 Erzeugung von Mitoplasten und Proteaseverdau
Mitochondrien, deren a¨ußere Membran selektiv geo¨ffnet wurde, werden als Mitoplasten bezeich-
net. Der selektive Verdau der Proteine durch Proteinase K in intakten Mitochondrien sowie Mito-
plasten ermo¨glicht die Bestimmung der submitochondrialen Lokalisation bestimmter Proteine.
Mitoplasten wurden durch hypotones Schwellen der Mitochondrien erzeugt, woduch die Außen-
membran aufgebrochen wurde, die Innenmembran dagegen intakt blieb. Dazu wurden Mitochon-
drien 1:10 bis 1:20 in 20 mM Hepes/KOH, pH 7,4 in Anwesenheit von 100 µg/ml Proteinase K
verdu¨nnt und fu¨r 30 Minuten auf Eis inkubiert. Analog wurden Mitochondrien in SH-Puffer
(20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol) verdu¨nnt und ebenfalls mit 100 µg/ml Proteinase K
fu¨r 30 Minuten auf Eis behandelt. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 2 mM PMSF ge-
stoppt, die Mitochondrien/Mitoplasten in SH-KCl (20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol;
80 mM KCl) gewaschen und in SDS-Ladepuffer lysiert. Proteasebehandelte Mitochondrien und
Mitoplasten wurden mittels SDS-PAGE und Westernblot analysiert (siehe Abschnitte 2.3.2 und
2.3.4).
2.4.3 In vitro Import radioaktiv markierter Proteine in isolierte Mitochondrien
Importversuche in vitro synthetisierter Proteine in isolierte Mitochondrien wurden in Importpuf-
fer (0,6 M Sorbitol; 50 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 80 mM KCl; 10 mM Magnesiumacetat; 2 mM
KH2PO4, pH 7,4; 1 mM MnCl2) in einem Gesamtvolumen von 40 µl pro Reaktion durchgefu¨hrt.
Typischerweise wurden 1-3 µl Proteine (in Retikulozytenlysat, siehe Abschnitt 2.3.6) in 40 µg iso-
lierte Mitochondrien (siehe Abschnitt 2.4.1) in Anwesenheit von 2 mM NADH und 2 mM ATP bei
16◦C importiert. Die Importreaktion wurde durch 1:10-Verdu¨nnung in kaltem SH-Puffer (20 mM
Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol) oder 20 mM Hepes/KOH pH 7,4 zum Schwellen der Au-
ßenmembran (siehe Abschnitt 2.4.2), gestoppt und zuga¨ngliche Proteine wurden fu¨r 30 Minuten
auf Eis durch Zugabe von 100 µg/ml Proteinase K verdaut. Die Proteasebehandlung wurde durch
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Zugabe von 2 mM PMSF gestoppt und die Mitochondrien durch Zentrifugation fu¨r 10 Minuten bei
16 000 · g (4◦C) sedimentiert. Der U¨berstand wurde verworfen und die Mitochondrien zweimal
in SH-KCl-PMSF (20 mM Hepes/KOH, pH 7,4; 0,6 M Sorbitol; 80 mM KCl; 0,5 mM PMSF)
gewaschen. Sofern die Mitochondrien nicht weiter behandelt wurden (z.B. durch Quervernetzung
(siehe Abschnitte 2.3.13 und 2.3.12), wurden sie in Laemmli-Ladepuffer aufgenommen und die
Proteine mittels Gelelektrophorese aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.3.2).
2.4.4 Messungen des Membranpotentials
Zur Messung des Membranpotentials wurden frisch isolierte, nicht in flu¨ssigem Stickstoff
eingefrorene Mitochondrien in 400 µl Messpuffer (20 mM Hepes/KOH, pH 7,0; 15 mM
Kaliumphosphat-Puffer, pH 7.0; 80 mM KCl; 0.6 M Sorbitol) auf eine OD595 von 0,25 einge-
stellt und bei 30◦C inkubiert. Nach Zugabe von 2 mM NADH wurde die Fluoreszenzmessung in
einem Fluorospektrometer (JASCO) bei 30◦C gestartet. Die Probe wurde bei 490 nm angeregt
und die Emission bei 590 nm gemessen. Nach 30 Sekunden wurden 0,5 µg/ml des Fluoreszens-
farbstoffs JC-1 (in DMSO, Calbiochem) zugegeben und die Emissionsa¨nderung verfolgt. Nach
330 Sekunden wurde das Membranpotential durch Zugabe von 25 µM CCCP aufgehoben und die
Fluoreszenz fu¨r weitere 90 Sekunden gemessen.
2.4.5 Messung der ADP-Aufnahmeaktivita¨t
Die Aufnahme von ADP wurde in Mitochondrien gemessen, die frisch isoliert und nicht in flu¨ssi-
gem Stickstoff eingefroren waren (siehe Abschnitt 2.4.1). Diese wurden mit Aufnahmepuffer
(20 mM Hepes/KOH, pH 7,0; 15 mM Kaliumphosphat-Puffer, pH 7.0; 80 mM KCl; 0.6 M Sor-
bitol) auf eine OD595 von 1,5 eingestellt und in Anwesenheit von 25 µM CCCP fu¨r 1 Minute auf
Eis inkubiert. Zum Starten der Aufnahmereaktion wurde die Mitochondriensuspension 1:2 mit
Aufnahmepuffer verdu¨nnt, der eine Mischung aus radioaktiv-markiertem 32P-α-ADP und ADP
enthielt. Nach einer 5 seku¨ndigen Inkubation auf Eis wurde die Aufnahmereaktion auf einen
Nitrozellulosefilter transferiert, durch Vakuum der Aufnahmepuffer abgesaugt und so die Reak-
tion gestoppt. Die der Nitrozellulose anhaftenden Mitochondrien wurden 3 mal mit 2 ml Auf-
nahmepuffer gewaschen und die aufgenommene Radioaktivita¨t mittels eines Szintillationsza¨hlers
(Beckman-Coulter) gemessen. Um die Menge unspezifisch aufgenommenen ADPs zu ermitteln,
wurden Mitochondrien mit 50 µM Bongkreksa¨ure (BKA) und 250 µM Atractylosid (ATR) fu¨r fu¨nf
Minuten vorbehandelt um den ADP/ATP-Carrier zu hemmen. Anschließend wurde, wie zuvor be-
schrieben, die Aufnahme von radioaktivem 32P-α-ADP bestimmt. Die so gemessene Hintergrund-
Aufnahmeaktiva¨t wurde von der Aufnahmeaktivita¨t nicht gehemmter Mitochondrien subtrahiert.
32P-α-ADP wurde enzymatisch durch eine Hexokinasebehandlung fu¨r 60 Minuten bei 30◦C aus
32P-α-ATP hergestellt (Tjaden et al., 1998).
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2.5 Immunologische Methoden
2.5.1 Herstellung spezifischer Antiseren in Kaninchen
Polyklonale Antiseren wurden aus dem Blut von Kaninchen gewonnen, die mit rekombinant her-
gestellten Proteinen immunisiert wurden. Fu¨r die Erstinjektion wurden 250-500 µg gereinigtes
Protein in einem Volumen von 200 µl 1:1 mit TiterMax-Gold (Sigma) versetzt und kra¨ftig ge-
mischt. Die Emulsion wurde subkutan in den Nackenbereich des Kaninchens injiziert. Weitere
Injektionen erfolgten im Abstand von 4 Wochen, wobei an Stelle von TiterMax-Gold unvollsta¨ndi-
ges Freundsches Adjuvans verwendet wurde. Beginnend mit der zweiten Injektion wurden 10-12
Tage nach jeder Immunisierung dem Kaninchen 15-30 ml Blut aus der Ohrvene entnommen. Nach
der Gerinnung des Blutes bei Raumtemperatur (4-6 h) wurde das Serum durch Zentrifugation fu¨r
15 Minuten bei 20 000 · g gewonnen und durch Erhitzen fu¨r 20 Minuten bei 56◦C das Komple-
mentsystem inaktiviert. Die Seren wurden bei -20◦C gelagert.
2.5.2 Verwendete Antiko¨rper
Antiko¨rper Antigen/Beschreibung Verdu¨nnung
α-Oxa1-Vollla¨nge Gegen matures Oxa1, His10-TEV-Oxa143−402 1:500
α-Oxa1-C-
Terminus
Gegen Oxa1C-Terminus, GST-Oxa1311−401 1:500
α-Mrpl40 Gegen matures Mrpl40 (Untereinheit des Ribosoms) 1:1000
α-Tom70 Gegen His6-Tom7040−617 1:500
α-Tim23 Gegen Untereinheit 23 des TIM23-Komplexes 1:500
α-Tim22 Gegen Untereinheit 22 der TIM22-Komplexes 1:250
α-Phb2 Gegen Untereinheit 2 des Prohibitin-Komplexes 1:500
α-Yme1 Gegen die katalytische Untereinheit Yme1 der
AAA-Protease des Intermembranraums
1:500
α-Atm1 Gegen den ABC-Transporter Atm1 1:500
α-Cor2 Gegen Cor2 der Cytochrom c-Reduktase 1:500
α-Rip1 Gegen das Rieske Protein der Cytochrom c-
Reduktase
1:500
α-Shy1 Gegen den Assemblierungsfaktor Shy1 der Cyto-
chrom c-Oxidase
1:500
α-Cox2 Gegen Untereinheit 2 der Cytochrom c-Oxidase 1:500
α-Aac2 Gegen den ADP/ATP-Carrier Aac2 1:500
α-His Gegen Hexahistidinrest 1:500
Tabelle 2.3: Verwendete Antiseren
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2.5.3 Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrozellulose-Membranen
(Western Blot)
Fu¨r den Nachweis spezifischer Proteine wurden durch SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf ei-
ne Nitrozellulosemembran transferiert und mittels polyklonaler Antiko¨rper analysiert (siehe Ab-
schnitte 2.3.2 und 2.3.4). Tabelle 2.3 gibt einen U¨berblick der verwendeten Antiko¨rper.
Um unspezifsche Bindungsstellen der Nitrozellulosemembran abzusa¨ttigen, wurde die Membran
fu¨r mindestens 30 Minuten in Blockpuffer (5% Milchpulver oder 3% BSA in TBS) geschwenkt.
Anschließend folgte die Immundekoration mit Antiserum (in 5% Milchpulver oder 3% BSA in
TBS) fu¨r mindestens 1,5 Stunden bei Raumtemperatur oder u¨ber Nacht bei 4◦C. Nach der Im-
mundekoration mit dem Prima¨rantiko¨rper wurde die Nitrozellulosemembran dreimal fu¨r 5 Mi-
nuten in TBS gewaschen und fu¨r 45-60 Minuten mit einem Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten
Antiko¨rperkonjugat von IgG gegen Kaninchen (bzw. Maus fu¨r monoklonale Antiko¨rper) inkubiert
(1:10000 in 5% Milchpulver oder 3% BSA in TBS). Anschließend wurde die Membran dreimal 5
Minuten in TBS gewaschen und mit Luminol-Reagenz (1,1 mM Luminol; 0,2 mM Kumarinsa¨ure;
0,25 mM H2O2; 100 mM Tris/HCl, pH 8,5) benetzt. Die Nitrozellulose wurde zwischen zwei
transparente Folien gelegt und je nach Signalsta¨rke fu¨r 5 Sekunden bis 10 Minuten auf Ro¨ntgen-
filmen exponiert.
2.6 Na¨hrmedien
- Laktat-Medium: 3 g/l Hefeextrakt, 1 g/l KH2PO4, 1 g/l NH4Cl, 0,5 g/l CaCl2, 0,5 g/l NaCl,
0,6 g/l MgSO4, 0,3 ml/l FeCl3 (1%), 2% Laktat; Der pH wurde mit KOH auf 5,5 eingestellt.
- LB-Medium: Lysogeny Broth; 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl
- LBAmp-Medium: LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin
- LBKan-Medium: LB-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin
- LB-Platten: 10 g/l Bacto-Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, 1,5% Agar
- LBAmp-Platten: LB-Platten mit 100 µg/ml Ampicillin
- LBAmp-Platten: LB-Platten mit 25 µg/ml Kanamycin
- TB-Medium: Terrific Broth; 12 g/l Bacto-Trypton, 24 g/l Hefeextrakt, 4 ml Glycerin, 2,3 g/l
KH2PO4, 12,5 g/l K2HPO4 (der Phosphatpuffer wird separat autoklaviert)
- TBKan-Medium: TB-Medium mit 25 µg/ml Kanamycin
- Selektiv (S-)-Medium: 0,17% Yeast Nitrogen Base ohne Aminosa¨uren, 0,5% (NH4)2SO4,
supplementiert mit 2% Glukose oder 2% Galaktose sowie den beno¨tigten Auxotrophiemar-
kern.
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- Selektiv-Platten: Selektiv-Medium mit 2% Agar
- YP-Medium: 1% Hefeextrakt, 2% Bacto-Pepton, pH 5,5 mit HCl
- YP-Platten: YP-Medium mit 2% Agar
- YPD-Medium/Platten: YP-Medium/Platten mit 2% Glukose
- YPD-G418 Platten: YPD-Platten mit 0,2 mg/ml G418
- YPG-Medium/Platten: YP-Medium/Platten mit 2% Glycerin
- YPGal-Medium/Platten: YP-Medium/Platten mit 2% Galaktose
2.7 Gera¨te
- Amersham Biosciences, Freiburg: Spannungsversorgung
- Beckman Coulter, Krefeld: Ku¨hlzentrifugen (Avanti), Ultrazentrifugen (Optima und Op-
timaMax), Szintillationsza¨hler
- Bender und Hobein: Vortex-Mischer
- BioRad, Hercules, USA: Semi-dry-Blotapparaturen
- Branson, Danbury: Branson Sonifier S250-A
- Eppendorf, Hamburg: Schu¨ttler, Thermostate, Tischzentrifugen, Ku¨hlzentrifugen,
Gradienten-PCR-Maschine Mastercycler Gradient
- Epson: Flachbettscanner
- GE-Healthcare, Mu¨nchen: A¨kta-Chromatographiesystem und Sa¨ulen
- Hielscher: Sonifier der UP-Baureihe
- Infors-HT, Bottmingen, Schweiz: Schu¨ttelinkubatoren
- Thermo-Fischer (Heraeus): Tischzentrifugen
- Institutswerkstatt, Mu¨nchen und Kaiserslautern: Semidry-Blot-Apparaturen, Tank-
Blot-Apparaturen, Elektrophoresekammern (SDS-PAGE und Agarosegelelektrophorese),
Rollmischer
- Jouan: Brutschra¨nke
- MS-Laborgera¨te, Dielheim: Entwicklermaschine Optimax Typ TR
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- Peqlab, Erlangen: Quantum Geldokumentationsystem, Agarosegelelektrophorese-
Kammern
- Sartorius, Goettingen: Grob- und Feinwaage
- Schott-Instruments, Mainz: pH-Meter
3 Ergebnisse
3.1 Oxa1 und seine Rolle in der Biogenese von Aac2
3.1.1 In Abwesenheit von Oxa1 sind die Mengen verschiedener mitochondrial so-
wie kernkodierter Proteine stark reduziert
Die Bedeutung von Oxa1 fu¨r die Biogenese von Innenmembranproteinen wurde bislang nur fu¨r
wenige Modellproteine untersucht. Um die Funktion und den Einfluss von Oxa1 auf mitochon-
driale Proteine besser zu verstehen, wurden die Mengen verschiedener Proteine im Wildtyp mit
denen einer Oxa1-Deletionsmutante (∆oxa1) verglichen (Abbildung 3.1 A). Die Level der Pro-
teine Tom70, einem Bestandteil der Außenmembran, Tim22, Tim23 und Phb2, Proteine der In-
nenmembran, sowie Mrpl40, einer Komponente des mitochondrialen Ribosoms, waren in beiden
Sta¨mmen nahezu vergleichbar. Im Gegensatz dazu waren die Mengen einiger anderer Innenmem-
branproteine in der∆oxa1-Mutante reduziert. Wa¨hrend Yme1, Atm1 und Cor2 nur leicht betroffen
waren, waren die Level von Rip1, Shy1, Cox2 und Aac2 in Abwesenheit von Oxa1 stark reduziert.
Eine Beteiligung von Oxa1 an der Insertion des mitochondrial kodierten Cox2 in die Innenmem-
bran ist seit langem bekannt (Bauer et al., 1994; Bonnefoy et al., 1994; He & Fox, 1997; Hell et al.,
1997). Nicht inseriertes pra¨-Cox2 ist instabil und fehlt daher in einer Mutante ohne Oxa1. Kern-
kodierte Atmungkettenproteine wie Rip1 und Cor2 als Bestandteile der Cytochrom c-Reduktase
(Komplex III) waren ebenfalls durch die Deletion von Oxa1 betroffen, wenngleich auch in un-
terschiedlichem Ausmaß (Abbildung 3.1). Cor2 war verha¨ltnisma¨ßig stabil in Abwesenheit von
Oxa1, wa¨hrend Rip1 extrem instabil vorlag. Dies la¨sst sich dadurch begru¨nden, dass wa¨hrend
der Assemblierung von Komplex III Cor2 bereits fru¨h mit Cor1 und Cytc1 einen relativ stabilen
Komplex ausbildet, wa¨hrend Rip1 erst spa¨t in den Komplex III eingebaut wird (Zara et al., 2009).
Die im Vergleich zu Cor2 stark verringerten Mengen von Rip1 deuten darauf hin, dass die As-
semblierung der Cytochrom c-Reduktase gesto¨rt war, Rip1 nicht eingebaut werden konnte und
abgebaut wurde. Neben den bereits beschriebenen Effekten auf die Atmungskettenproteine wurde
erst ku¨rzlich die Rolle von Oxa1 bei der Membraninsertion des ABC-Transporters Mdl1 beschrie-
ben (Bohnert et al., 2010). Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse zeigen, dass mit Atm1 die
Mengen eines anderen ABC-Transporters in Abwesenheit von Oxa1 ebenfalls reduziert waren und
deuten auf eine grundsa¨tzliche Funktion von Oxa1 bei der Insertion von ABC-Transportern hin. Im
Gegensatz hierzu ist nicht klar, warum sich das Fehlen von Oxa1 negativ auf die Proteinlevel von
Yme1, Shy1 oder Aac2 auswirkte. U¨berraschend und unerwartet war besonders der Effekt auf den
ADP/ATP-Carrier Aac2, da der Importweg von Carrier-Proteinen gut charakterisiert ist und eine
Beteiligung von Oxa1 bisher nicht beschrieben wurde. Im Folgenden sollte deshalb die Rolle von
Oxa1 bei der Biogenese von Aac2 und anderen Mitgliedern der mitochondrialen Carrier-Familie
genauer untersucht werden.
In der ∆oxa1-Mutante sind die Mengen des Carriers Aac2 stark reduziert. Ob das verbleibende
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Aac2 funktionell ist, war unbekannt. Um diese Frage zu beantworten, wurden Mitochondrien des
Wildtyps und der ∆oxa1-Mutante frisch aus Hefezellen isoliert und anschließend die Aufnahme
von radioaktiv markiertem 32P-α-ADP in die Organellen gemessen (Abbildung 3.1 B). In Mito-
chondrien des Wildtyps wurde radioaktiv markiertes ADP effektiv aufgenommen. Im Gegensatz
dazu war die 32P-α-ADP-Aufnahme in Mitochondrien eines ∆oxa1-Stamms um nahezu 80% im
Vergleich zum Wildtyp reduziert. Diese Reduktion der Aufnahmeaktivita¨t spiegelt die reduzierten
Aac2-Level in Abwesenheit von Oxa1 wider. Die Tatsache, dass dennoch 20% ADP aufgenommen






































Abbildung 3.1: In Abwesenheit von Oxa1 ist die Proteinmenge und die Aufnahme von ADP durch den ADP/ATP-
Carrier Aac2 drastisch reduziert. A) Mitochondrien wurden aus Wildtyp-Hefezellen und einer ∆oxa1-Mutante isoliert, in
SDS-Ladepuffer lysiert, gelelektrophoretisch aufgetrennt und die angegebenen Proteine mittels Western Blot detektiert.
B) Frisch isolierte Mitochondrien der angegebene Sta¨mme wurden eine Minute mit CCCP vorbehandelt. Anschließend
wurden die Mitochondrien in Anwesenheit von radioaktiv markiertem 32P-α-ADP inkubiert. Nach fu¨nf Sekunden wurde die
ADP-Aufnahme gestoppt, indem die Mitochondrien auf eine Nitrozellulose-Membran u¨berfu¨hrt und nicht aufgenommenes
32P-α-ADP durch Absaugen entfernt wurde. Die aufgenommene Menge an radioaktivem 32P-α-ADP wurde mittels eines
Szintillationsza¨hlers bestimmt.
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3.1.2 Mitochondrien, denen Oxa1 fehlt, haben ein deutlich verringertes Membran-
potential
Wie in Abschnitt 3.1.1 beschrieben sind die Mengen des ADP/ATP-Carriers Aac2 in Abwesen-
heit von Oxa1 drastisch reduziert. Dies ko¨nnte die Folge eines verschlechterten Imports von Aac2
in die Mitochondrien der ∆oxa1-Mutante sein. Um eine Beeinflussung des Imports von Carrier-
Proteinen durch Oxa1 zu untersuchen, wurden die beiden Carrier Aac2 und Pic2 in Anwesenheit
von radioaktiv markiertem 35S-Methionin in vitro synthetisiert und anschließend in isolierte Mito-
chondrien importiert. Der effiziente Import in die Mitochondrien sowie die erfolgreiche Membran-
insertion wurden anschließend durch Proteaseverdau mit der Proteinase K untersucht. In intakten
Mitochondrien sind importierte Proteine vor der Protease geschu¨tzt, wa¨hrend nicht importierte
Proteine abgebaut werden. Zersto¨rt man dagegen die Außenmembran durch osmotisches Schwel-
len und erzeugt so Mitoplasten, gelangt die Protease auch in den Intermembranraum, nicht aber
in die Matrix der Mitochondrien. Dabei werden lo¨sliche Proteine und Teile integraler Proteine der
Innenmembran, die sich im Intermembranraum befinden, fu¨r die Protease zuga¨nglich. In den meis-
ten Fa¨llen werden diese Transmembranproteine in einer Weise abgedaut, bei der charakteristische,
im SDS-Gel schneller migrierende Fragmente entstehen, die auf eine erfolgreiche Membraninser-
tion hindeuten. Sowohl Aac2 als auch Pic2 wurden erfolgreich in Wildtyp-Mitochondrien impor-
tiert und konnten nach Proteinase K-Verdau noch nachgewiesen werden. Daru¨ber hinaus wurden
beide Proteine erfolgreich in die Innenmemban der Mitochondrien inseriert, was sich durch die
Entstehung des schneller migrierenden Proteasefragments (PF) in Mitoplasten zeigte (Abbildung
3.2 A) (Rassow & Pfanner, 1991). Im Gegensatz hierzu konnten die Proteine nicht in Mitochon-
drien importiert werden, in denen das Membranpotential durch den Entkoppler Carbonyl-cyanid
3-chlorphenylhydrazon (CCCP) aufgehoben wurde. Dies zeigte sich dadurch, dass beide Proteine
selbst in intakten Mitochondrien durch die Proteinase K verdaut werden konnten und verdeutlicht
die Membranpotentialabha¨ngigkeit der TIM22-vermittelten Proteininsertion. Beim Import der bei-
den Carrier Aac2 und Pic2 in ∆oxa1-Mitochondrien zeigte sich ein a¨hnliches Resultat wie im
Fall der entkoppelten, mit CCCP behandelten Wildtyp-Mitochondrien. Dieser Befund la¨sst unter-
schiedliche Erkla¨rungen zu. Zum einen fehlt∆oxa1-Mitochondrien eine funktionelle Atmungsket-
te (Abbildung 3.1 A). Somit wa¨re es mo¨glich, dass in ∆oxa1-Mitochondrien kein ausreichend ho-
hes Membranpotential aufgebaut werden kann, um eine effiziente Insertion von Carrier-Proteinen
in die Innenmembran zu gewa¨hrleisten. Zum anderen ko¨nnte Oxa1 auch einen direkten Einfluss
auf den Import mitochondrialer Carrier haben.
Um diese Mo¨glichkeiten genauer zu untersuchen, wurde das Membranpotential frisch isolierter
Mitochondrien des Wildtyps und der ∆oxa1-Mutante gemessen. Hierzu wurden die Mitochon-
drien zuna¨chst in Anwesenheit von NADH energetisiert. Anschließend wurde die membranpo-
tentialabha¨ngige Aufnahme des lipophilen kationischen Fluoreszenzfarbstoffs JC-1 verfolgt. JC-1
liegt in Lo¨sung als Monomer vor und hat eine Emissionswellenla¨nge von 527 nm, wenn es bei
490 nm angeregt wird. Bei der Aufnahme von JC-1 in Mitochondrien, die u¨ber ein ausreichend
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hohes Membranpotential verfu¨gen, formen sich sogenannte J-Aggregate, deren Emissionswel-
lenla¨nge bei 590 nm liegt. Die Zunahme der Fluoreszenz bei 590 nm kann somit direkt mit dem
Membranpotential korreliert werden (Reers et al., 1991, 1995). Die Zugabe von JC-1 zu energe-
tisierten Wildtyp-Mitochondrien fu¨hrte zu einer schnellen Zunahme des Fluoreszenzsignals bei
590 nm. Nach Zugabe von CCCP und der damit verbundenen Aufhebung des Membranpoten-
tials kam es dagegen zur sofortigen Abnahme der Emission bei 590 nm (Abbildung 3.2B, wt).
Betrachtet man dagegen die Situation in Mitochondrien der ∆oxa1-Mutante, sieht man deutlich,
dass direkt nach Zugabe von JC-1 eine Zunahme der Fluoreszenzintensita¨t bei 590 nm ausblieb
(Abbildung 3.2 B,∆oxa1). Dieses Resultat zeigt, dass der monomere Farbstoff nicht in die∆oxa1-
Mitochondrien aufgenommen wurde und deutet auf ein stark vermindertes Membranpotential hin.
Das erkla¨rt, warum die Carrier Aac2 und Pic2 nicht in ∆oxa1-Mitochondrien importiert werden
konnten (Abbildung 3.2A), denn die Membraninsertion mitochondrialer Carrier ist membranpo-
tentialabha¨ngig. Dennoch ko¨nnten die zuvor beschriebenen stark reduzierten Aac2-Level (Abbil-
dung 3.1 A) nur indirekt durch das stark reduzierte Membranpotential verursacht worden sein.
Es la¨sst sich daher in ∆oxa1-Mitochondrien nicht beurteilen, ob die reduzierten Carrier-Mengen
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Abbildung 3.2: Mitochondrien, die aus einer ∆oxa1-Mutante isoliert wurden, scheitern am Import mitochondrialer
Carrier und ko¨nnen kein messbares Membranpotential etablieren. A) Die im Zellkern kodierten Carrier -Proteine der
mitochondrialen Innenmembran Aac2 und Pic2 aus S. cerevisiae wurden in Anwesenheit von radioaktiv markiertem 35S-
Methionin in vitro synthetisiert. Diese radioaktiv markierten Proteine wurden zusammen mit isolierten Mitochondrien des
Wildtyps und der ∆oxa1-Mutante bei 16◦C fu¨r 15 Minuten inkubiert. Durch Behandlung mit CCCP wurde in Wildtyp-
Mitochondrien das Membranpotential aufgehoben. Nicht importierte Proteine wurden anschließend durch Proteinase K-
Behandlung in intakten Mitochondrien oder Mitoplasten, die durch Schwellen in hypotonischem Medium erzeugt wurden,
entfernt. Mitochondrien oder Mitoplasten wurden reisoliert, in SDS-Ladepuffer lysiert, im Polyacrylamidgel aufgetrennt
und mittels Autoradiographie nachgewiesen. B) Zur direkten Messung des Membranpotentials wurden Mitochondrien aus
Wildtyp-Hefezellen und einer ∆oxa1-Mutante frisch isoliert. Die Mitochondrien wurden zuna¨chst mit NADH vorinkubiert,
gefolgt von der Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs JC-1. Dieser wurde bei 490 nm angeregt und die membranpotential-
abha¨ngige Aufnahme in Mitochondrien bei der Emissionswellenla¨nge von 590 nm verfolgt. Das Membranpotential wurde
nach 330 Sekunden durch Zugabe von CCCP depletiert. Die A¨nderung der Fluoreszenzsignals wurde bei der Emissions-
wellenla¨nge von 590 nm u¨ber einen Gesamtzeitraum von 420 Sekunden verfolgt. (n=3)
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3.1.3 Der Austausch von Histidin 121 gegen Leucin bewirkt eine temperaturindu-
zierbare Destabilisierung von Oxa1
Die Deletion von Oxa1 fu¨hrt zur Depletion des Membranpotentials, welches eine essentielle Vor-
aussetzung fu¨r die erfolgreiche Insertion von Carrier-Proteinen in die Innenmembran darstellt.
Somit ist es nicht mo¨glich, die Rolle von Oxa1 an der Biogenese mitochondrialer Carrier in ei-
ner ∆oxa1-Mutante zu untersuchen. Wie kann aber die Oxa1-Abha¨ngigkeit dieses Prozesses vom
Membranpotential unabha¨ngig untersucht werden? Ein vielversprechender Ansatz hierfu¨r ist die
Herstellung einer Mutante, in der Oxa1 funktionell exprimiert wird, durch einen a¨ußeren Impuls
aber gezielt inaktiviert oder degradiert werden kann. Um eine solche Mutante zu konstruieren,
wurden zuna¨chst die Oxa1-Sequenzen verschiedener Organismen miteinander verglichen (Abbil-
dung 3.3 A). Dabei fiel auf, dass die erste Transmembrandoma¨ne sehr hoch konserviert ist. Un-
tersuchungen in E. coli zeigen ebenfalls eine besondere Bedeutung dieser Transmembrandoma¨ne
fu¨r die Struktur und Funktion von YidC (Jiang et al., 2003). Da die erste Transmembrandoma¨ne
somit wahrscheinlich eine bedeutende Rolle fu¨r die Funktion von Oxa1 spielt, wurden Mutanten
analysiert, in denen verschiedene Aminosa¨urereste im Bereich dieser Transmembrandoma¨ne aus-
getauscht worden waren. Unter anderem wurde auch der Histidinrest 121 durch Leucin ersetzt
und die Stabilita¨t des Proteins nach Transformation in eine ∆oxa1-Mutante genauer untersucht.
Hierzu wurden Hefen des Wildtyps und solche, die das Oxa1-H121L-Allel exprimierten bei 25◦C
angezogen. Anschließend wurden die Zellen bei 25◦C weiter inkubiert oder auf 37◦C transferiert.
Im Wildtyp war Oxa1 sowohl bei 25◦C als auch bei 37◦C stabil. Im Gegensatz hierzu war das
mutierte Oxa1-H121L bei 37◦C instabil, wodurch das Protein innerhalb einer Stunde abgebaut
wurde (Abbildung 3.3 B). Diese Instabilita¨t zeigte sich nicht nur in intakten Hefezellen, son-
dern auch in Mitochondrien, die aus diesem Hefestamm isoliert wurden. Inkubierte man diese bei
37◦C, so wurde Oxa1-H121L im Gegensatz zu Wildtyp-Oxa1 innerhalb von 30 Minuten nahezu
vollsta¨ndig degradiert (Abbildung 3.3 C). Dieses Verhalten ist typisch fu¨r temperatursensitive (ts)
Proteine, weswegen die Oxa1-Mutante Oxa1-H121L im Folgenden als Oxa1ts bezeichnet wird. In
Abbildung 3.3 D ist diese Mutante schematisch dargestellt.
3.1.4 Die Oxa1ts-Mutante erlaubt die Depletion von Oxa1 ohne dabei das Mem-
branpotential herabzusetzen
Die Deletion von Oxa1 hat starke Vera¨nderungen der mitochondrialen Innenmembran zur Folge.
So sind zum Beispiel die Level verschiedener Proteine reduziert und die Mitochondrien ko¨nnen
kein messbares Membranpotential aufbauen (Abschnitte 3.1.1 und 3.1.2). Wie im vorherigen Ab-
schnitt beschrieben, kann Oxa1ts bei 37◦C innerhalb kurzer Zeit effektiv depletiert werden. Un-
klar ist allerdings, ob dennoch a¨hnliche Nebeneffekte, wie sie zuvor fu¨r die ∆oxa1-Mutante be-
schrieben wurden, auftreten. Um diese Frage zu adressieren, wurde die Oxa1ts-Mutante bei 25◦C





























S. cerevisiae  ...I HVLEAV VYS GTIAAT-TILI CLMF- ...
K. lactis      ...I NVMEQI FYA ATICVT-TVLA VLLF- ...
A. fumigatus   ...I FFIEHI IWG ASVVGT-GILL LALLY ...
S. pombe       ...L NGLNTL IWS ASIAACAVAM- IAVF- ...
B. taurus      ...I NLLEFM VNL GAIAAC-TVLA CLVF- ...
M. musculus    ...I NLLEYI VDL GAIATC-TVLA CLVF- ...
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Abbildung 3.3: Die Mutation H121L in Oxa1 erlaubt eine temperaturinduzierbare Degradation des Proteins. A)
Vergleich der Sequenz der ersten Transmembrandoma¨ne verschiedener Oxa1-Homologe. Dieser Bereich weist beson-
ders hoch konservierte Aminosa¨urereste auf. Die Position der Aminosa¨ure 121 ist durch einen Pfeil gekennzeichnet. B)
Hefezellen des Wildtyps oder der Mutante Oxa1-H121L wurden bei 25◦C u¨ber Nacht in Laktat-Medium angezogen. Die
sich noch im logarithmischen Wachstum befindlichen Zellen wurden verdu¨nnt und anschließend bei 25◦C oder 37◦C in-
kubiert. Nach 0, 1, 2 und 4 Stunden wurden jeweils a¨quivalente Zellmengen geerntet, alkalisch lysiert, die Proteine durch
TCA-Fa¨llung isoliert und anschließend im SDS-Gel aufgetrennt. Die angegeben Proteine wurden mittels Western Blot
und Immundekoration nachgewiesen. Das Protein Tom70 diente als Ladekontrolle. C) Mitochondrien wurden entweder
aus Wildtyp-Zellen oder der Oxa1-H121L-Mutante isoliert und in Anwesenheit von 2 mM ATP bei 25◦C oder 37◦C inku-
biert. Nach 5, 15 und 30 Minuten wurden a¨quivalente Proben geerntet, die Mitochondrien in SDS-Ladepuffer lysiert, die
Proteine gelelektrophoretisch getrennt und mittels Western Blot analysiert. D) Schematische Darstellung der temperatu-
rinduzierbaren Mutante Oxa1-H121L (Oxa1ts).
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Kulturen entweder bei 25◦C weiter inkubiert um Oxa1ts zu erhalten oder auf 37◦C transferiert
um Oxa1ts zu degradieren. Nach einer Inkubationszeit von 3 Stunden wurden die Mitochondrien
isoliert und die Level verschiedener Proteine untersucht. Im Gegensatz zur ∆oxa1-Mutante, bei
der die Mengen zahlreicher Proteine reduziert sind (Abbildung 3.1 A), waren die Proteinlevel der
Oxa1ts-Mutante nahezu identisch, unabha¨ngig davon ob Oxa1ts vorhanden war oder degradiert
wurde (Abbildung 3.4 A). Das Vorhandensein der Proteine Cor2, Rip1 und Cox2 deutete außer-
dem auf eine intakte Atmungskette hin. Um dies zu testen wurde das Membranpotential frisch
isolierter Oxa1ts-Mitochondrien, wie zuvor beschrieben, durch die Aufnahme des Fluoreszens-








































































Abbildung 3.4: Die Depletion von Oxa1ts fu¨hrt nicht zu Vera¨nderungen der mitochondrialen Innenmembran. Kul-
turen der Oxa1ts-Mutante wurden u¨ber Nacht bei 25◦C in Laktat-Medium angezogen. Anschließend wurden die Zellen
fu¨r drei Stunden bei 25◦C oder 37◦C inkubiert und die Mitochondrien isoliert. A) Die so isolierten Mitochondrien wur-
den in SDS-Ladepuffer lysiert, die Proteine im SDS-Gel aufgetrennt und mittels Western Blot und den angegebenen
Antiko¨rpern analysiert. B) Zur Messung des Membranpotentials wurden frisch isolierte Mitochondrien in Anwesenheit von
NADH inkubiert. Nach 30 Sekunden wurde der Fluoreszenzfarbstoff JC-1 zugesetzt und seine membranpotentialabha¨ngi-
ge Aufnahme in die Mitochondrien bei einer Emissionswellenla¨nge von 590 nm gemessen. Durch Zugabe von CCCP
wurde das Membranpotential aufgehoben und der Farbstoff JC-1 wieder freigesetzt. Gemessen wurde u¨ber einen Zeit-
raum von 420 Sekunden bei einer Anregungswellenla¨nge von 490 nm. (n=3) C) Frisch isolierte Mitochondrien wurden
zuna¨chst mit CCCP fu¨r eine Minute vorbehandelt, bevor sie in Anwesenheit von radioaktivem 32P-α-ADP auf Eis inkubiert
wurden. Die ADP-Aufnahme wurde nach 5 Sekunden gestoppt und die Menge an aufgenommenem ADP mittels eines
Szintillationsza¨hlers bestimmt. (n=3)
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nicht, konnte der Farbstoff JC-1 a¨hnlich gut aufgenommen werden. Hieraus kann man schlie-
ßen, dass ein Zeitraum von drei Stunden zur Depletion von Oxa1ts ausreichend kurz ist, um eine
Scha¨digung der Innenmembran zu vermeiden.
In Abwesenheit von Oxa1 ist nicht nur die Menge des ADP/ATP-Carriers reduziert, sondern auch
seine Funktionalita¨t weit herabgesetzt (Abbildung 3.1). Die Ursache hierfu¨r ko¨nnten einerseits die
geringen Mengen des Carrier-Proteins in der∆oxa1-Mutante sein. Andererseits ko¨nnte Oxa1 aber
auch direkt an der Biogenese der Carrier oder deren Stabilisierung in der Innenmembran beteiligt
sein. Letzteres sollte sich vor allem in einem Funktionalita¨tsverlust des ADP/ATP-Carriers in Ab-
wesenheit von Oxa1 zeigen. Um die Funktion des ADP/ATP-Carriers in Abwesenheit von Oxa1ts
zu u¨berpru¨fen, wurde die Aufnahme von radioaktiv markiertem 32P-α-ADP in frisch isolierte Mi-
tochondrien gemessen. Unabha¨ngig davon, ob Oxa1ts vorhanden war oder depletiert wurde, war
die ADP-Aufnahme nicht beeinflusst (Abbildung 3.4 C). Somit scheint Oxa1 per se nicht essenti-
ell zur Aufrechterhaltung von vollsta¨ndig assembliertem Aac2 auf steady state-Ebene zu sein.
Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich Mitochondrien, in denen Oxa1ts u¨ber einen
Zeitraum von drei Stunden depletiert wurde, nicht von Mitochondrien mit Oxa1ts unterscheiden.
Dies a¨ußert sich vor allem darin, dass Proteine, deren Mengen in der ∆oxa1-Mutante stark redu-
ziert sind, in dem temperatursensitiven Stamm nicht beeinflusst sind. Zudem ko¨nnen Mitochon-
drien ohne Oxa1ts ein a¨hnlich hohes Membranpotential etablieren wie Mitochondrien mit Oxa1ts.
Somit bietet diese temperatursensitve Mutante eine elegante Mo¨glichkeit, die Rolle von Oxa1
wa¨hrend des Imports von Carrier-Proteinen im Kontext einer intakten inneren mitochondrialen
Membran zu untersuchen.
3.1.5 Nach Depletion von Oxa1ts ist die Membraninsertion von Cox2 gesto¨rt
Mitochondrien, die das Oxa1-Allel Oxa1ts exprimieren, sind temperatursensitiv. Die Depletion
von Oxa1ts u¨ber einen Zeitraum von drei Stunden bei 37◦C hatte, mit Ausnahme von Oxa1ts
selbst, keine Auswirkung auf die steay state-Mengen der untersuchten Proteine (Abschnitt 3.1.4).
Dies kann unterschiedliche Ursachen haben. Zum einen ist die Inkubationszeit von drei Stunden
bei 37◦C sehr kurz und die Stabilita¨t der meisten mitochondrialen Proteine u¨ber diesen Zeitraum
daher nicht beeintra¨chtigt, sodass die Integrita¨t der Atmungskette nicht gesto¨rt wird. Zum anderen
ist denkbar, dass, obwohl Oxa1ts nicht mehr mittels Antiko¨rpern detektierbar war (Abbildung 3.4
A), geringste, nicht degradierte Mengen an Oxa1ts fu¨r die Aufrechterhaltung der Integrita¨t der
Innenmembran ausreichen. Dies kann untersucht werden, indem die Funktionalita¨t von Oxa1ts in
den Mitochondrien u¨berpru¨ft wird. Hierzu wurden die mitochondrial kodierten Proteine isolier-
ter Mitochondrien mit 35S-Methionin radioaktiv markiert (Abbildung 3.5). In Anwesenheit von
Wildtyp-Oxa1 oder Oxa1ts wurde die Vorla¨uferform von Cox2 (pra¨-Cox2) erwartungsgema¨ß in
die Innenmembran inseriert und durch die Imp1-Protease zu maturem Cox2 prozessiert (He &
Fox, 1997; Hell et al., 1997). In Oxa1ts-depletierten Mitochondrien war dagegen die Menge an
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Abbildung 3.5: Die temperaturinduzierte Depletion von Oxa1ts fu¨hrt zu einer fehlerhaften Membraninsertion
von neusynthetisiertem Cox2. Translationsprodukte der angegebenen Mitochondrien wurden in Gegenwart von 35S-
markiertem Methionin fu¨r 15, 30 oder 60 Minuten bei 16◦C radioaktiv markiert. Die Mitochondrien wurden anschließend
in SDS-Ladepuffer lysiert und die Proteine mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Neusynthetisierte Translationsprodukte wurden
durch Autoradiographie detektiert.
form (pra¨-Cox2) vor und wurde somit nicht in die Innenmembran inseriert. Dieser Befund deutet
darauf hin, dass die Depletion von Oxa1ts ausreichend effizient war, um die Insertasefunktion von
Oxa1 auszuschalten.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass Oxa1ts u¨ber einen Zeitraum von drei Stunden
effektiv depletiert werden kann, was sich in einem Defekt der ko-translationalen Membranin-
sertion von pra¨-Cox2 widerspiegelt. Obwohl dieser Funktionalita¨tsverlust vergleichbar mit einer
Oxa1-Deletionsmutante ist, war die Integrita¨t der Innenmembran nach Depletion von Oxa1ts nicht
vera¨ndert. Somit stellt die temperatursensitive Mutante Oxa1ts ein wertvolles Werkzeug zur Unter-
suchung der Funktion von Oxa1 unabha¨ngig von Sekunda¨reffekten, wie sie fu¨r die∆oxa1-Mutante
beschrieben wurden, dar.
3.1.6 Die Abwesenheit von Oxa1ts reduziert die Importeffizienz von Vertretern der
mitochondrialen Carrier -Familie
In der zuvor charakterisierten temperatursensitiven Oxa1-Mutante kann Oxa1ts u¨ber einen Zeit-
raum von drei Stunden depletiert werden, ohne die Innenmembran zu scha¨digen. Diese Mutante
ermo¨glicht es somit, die Biogenese mitochondrialer Carrier in Oxa1ts-depletierten Mitochon-
drien zu untersuchen, die ein intaktes Membranpotential aufweisen. Hierzu wurde der ADP/ATP-
Carrier Aac2, der Dicarboxylat-Carrier Dic1 und der Phosphat-Carrier Pic2 aus S. cerevisiae
sowie Aac2 aus N. crassa zuna¨chst in vitro synthetisiert und anschließend in Mitochondrien des
Wildtyps und der Oxa1ts-Mutante, die bei 25◦C oder 37◦C isoliert wurden, importiert. Als Kon-
trolle dienten die in der Matrix lokalisierten Proteine F1β und Su91−69-DHFR, deren Import
membranpotentialabha¨ngig ist. Die hier gezeigten Mitochondrien des Wildtyps importierten so-
wohl die matrixlokalisierten als auch die Carrier-Proteine bis zu 25% weniger effizient, wenn die
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Abbildung 3.6: In Abwesenheit von Oxa1 ist der Import von mitochondrialen Carrier-Proteinen stark gehemmt,
wa¨hrend Matrixproteine nicht betroffen sind. Die Matrixproteine Su91−69-DHFR und F1β sowie die Carrier Dic1, Pic2
und Aac2 aus S. cerevisiae und Aac2 aus N. crassa wurden in Anwesenheit von 35S-markiertem Methionin in vitro syn-
thetisiert und anschließend bei 16◦C in die angegeben Mitochondrien importiert. Nicht importierte Proteine wurden durch
Proteinase K-Verdau entfernt. Die Mitochondrien wurden in SDS-Ladepuffer lysiert, im Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und
durch Autoradiographie detektiert. Die Radioaktivsignale der importierten Proteine aller gezeigten Reaktionen wurden
densitometrisch quantifiziert und unter den jeweiligen Importreaktionen graphisch dargestellt.
wartungsgema¨ß wurden die Matrixproteine sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von
Oxa1ts gleichermaßen effizient importiert. Der Import aller untersuchten Carrier-Proteine war
dagegen in Abwesenheit von Oxa1ts um bis zu 75% vermindert. Diese stark verminderte Import-
effizienz deutet darauf hin, dass Oxa1 eine wichtige Rolle beim Import von Carrier-Proteinen
spielt.
Obwohl Mitochondrien, die nach Vorinkubation bei 25◦C oder 37◦C der Hefesta¨mme isoliert wur-
den, ein a¨hnlich hohes Membranpotential etablieren konnten (Abbildung 3.4 B), waren dennoch
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Abbildung 3.7: Die Herabsetzung des Membranpotentials beeinflusst den Import des Matrixproteins Su91−69-
DHFR und des Phosphat-Carriers Pic2 in gleicher Weise. Das Matrixprotein Su91−69-DHFR und der Carrier Pic2 wur-
den in vitro synthetisiert und mittels 35S-Methionin radioaktiv markiert. Beide Proteine wurden in Wildtyp-Mitochondrien
fu¨r 15 Minuten bei 16◦C importiert, die mit steigender CCCP-Konzentration behandelt wurden. Durch Proteinase K-Verdau
wurden nicht importierte Vorla¨uferproteine entfernt. Die Mitochondrien wurden in SDS-Ladepuffer lysiert, durch Gelelektro-
phorese aufgetrennt und importierte Proteine mittels Autoradiographie detektiert. Die Vorla¨uferform von Su91−69-DHFR
(pra¨-Su91−69-DHFR) wird beim Import in Mitochondrien durch die mitochondriale Prozessierungsprotease geschnitten,
sodass die im SDS-Gel schneller migrierende, mature Form des Proteins erzeugt wird.
Matrixproteine werden mittels des TIM23-Komplexes in die Matrix importiert, wa¨hrend der
TIM22-Komplex Carrier-Proteine in die Innenmembran inseriert. Aufgrund dieser unterschied-
lichen Importwege ist es theoretisch vorstellbar, dass der Import eines Matrixproteins insensiti-
ver gegenu¨ber leichten Membranpotentialschwankungen ist als der Import von Carriern. Somit
stellt sich die Frage, ob die zuvor festgestellte, drastisch herabgesetzte Importeffizient der Carrier
das Ergebnis der Abwesenheit von Oxa1ts ist, oder ob nicht doch minimale Schwankungen des
Membranpotentials hierfu¨r verantwortlich sind. Um dies zu untersuchen, wurde die Abha¨ngigkeit
des Imports von Su91−69-DHFR und Pic2 bei schrittweiser Herabsetzung des Membranpotenti-
als durch zunehmende Konzentration von CCCP in Wildtyp-Mitochondrien analysiert. Abbildung
3.7 zeigt, dass fu¨r beide Proteine bereits geringste Mengen an CCCP den Import empfindlich
sto¨rten. Daru¨ber hinaus fa¨llt auf, dass die Menge an importiertem Protein mit steigender CCCP-
Konzentration in gleicher Weise fu¨r Su91−69-DHFR und Pic2 abnahm. Somit wird der Import
von Matrixproteinen und Carrier-Proteinen in gleicher Weise durch minimale Schwankungen des
Membranpotentials beeinflusst.
Der zuvor beobachtete Carrier-spezifische Importdefekt in Abwesenheit von Oxa1ts (Abbildung
3.6) ist somit nicht mit einem minimal herabgesetzten Membranpotential zu erkla¨ren, sondern
deutet auf eine unerwartete Rolle von Oxa1 beim Import mitochondrialer Carrier hin.
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3.1.7 Der gleichzeitige Import von F1β und Carrier -Proteinen verdeulicht den spe-
zifischen Effekt von Oxa1 auf den Import der Carrier
Im Gegensatz zur Oxa1ts-Mutante werden im Wildtyp sowohl Carrier als auch Matrixproteine um








































































































































































Abbildung 3.8: Der gleichzeitige Import eines Carriers zusammen mit dem Matrixprotein F1β verdeutlicht, dass
Oxa1 fu¨r den effektiven Import der Carrier wichtig ist. A) Die in vitro synthetisierten Carrier -Proteine Dic1, Pic2 und
Aac2 aus S. cerevisiae sowie Aac2 aus N. crassa wurden jeweils mit dem ebenfalls in vitro synthetisierten Matrixpro-
tein F1β vermischt. Die mit 35S-Methionin radioaktiv markierten Proteingemische wurden bei 16◦C fu¨r die angegebenen
Zeitra¨ume in Anwesenheit von Oxa1/Oxa1ts (wt 25◦C und wt 37◦C, Oxa1ts 25◦C) oder in Abwesenheit von Oxa1ts
(Oxa1ts 37◦C) in Mitochondrien importiert. Im Anschluss an den Import wurde nicht importiertes Protein proteolytisch
entfernt und die Mitochondrien in Ladepuffer lysiert. Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und mittels Auto-
radiographie nachgewiesen. B) Die Mengen der nach 15 Minuten importierten Proteine wurden densitometrisch bestimmt
und die Importeffizienz der angegebenen Carrier -Proteine ermittelt. Hierzu wurde die importierte Menge von Carrier
auf die importierte Menge an F1β durch Bildung des Quotienten aus aufgenommenem Carrier -Protein zu importiertem
F1β normalisiert. (n=3)
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wurden (Abbildung 3.6). Dies legt nahe, dass es mo¨glicherweise Qualita¨tsschwankungen zwischen
unterschiedlichen Mitochondrienisolationen gibt. Vor allem im Hinblick darauf, dass unterschied-
liche Mitochondrientypen miteinander verglichen wurden, ist dies eine wichtige Beobachtung. Um
den Import besser kontrollieren und vergleichen zu ko¨nnen, wurde deshalb ein Ko-Importprotokoll
etabliert. Dabei wurden die zuvor beschriebenen Carrier-Proteine gleichzeitig mit dem Matrixpro-
tein F1β in Mitochondrien importiert (Abbildung 3.8 A). Wieder erkennt man einen a¨hnlich guten
Import von F1β sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Oxa1ts. Im Gegensatz da-
zu war die Menge an importierten Carrier-Proteinen nach Degradation von Oxa1ts erneut stark
reduziert. Dieser Effekt wird noch deutlicher, wenn man die Resultate unabha¨ngig von den zuvor
diskutierten Qualta¨tsunterschieden verschiedener Mitochondrientypen betrachtet. Hierzu wurden
die Mengen der importierten Carrier-Proteine auf die Menge des importierten F1β normalisiert,
indem der Quotient aus der Sta¨rke des Radioaktivsignals von Carrier zu dem von F1β gebildet
wurde (Abbildung 3.8 B). Die Balkendiagramme verdeutlichen, dass sowohl in Mitochondrien des
Wildtyps als auch in Mitochondrien mit Oxa1ts die Carrier-Proteine effizient importiert wurden.
Durch die Depletion von Oxa1ts wurde die Importeffizienz der Carrier-Proteine dagegen stark
reduziert. Somit besta¨tigen die Resultate der Ko-Importversuche eine wichtige, wenn auch nicht
essentielle Rolle von Oxa1 fu¨r den Import mitochondrialer Carrier. Worin die Funktion von Oxa1
in diesem Zusammenhang jedoch genau besteht, ist unklar und soll im Folgenden na¨her untersucht
werden.
3.1.8 Die Membraninsertion von Carrier -Proteinen ist Oxa1-unabha¨ngig
In Abwesenheit von Oxa1 ist der Import verschiedener Carrier-Proteine stark verlangsamt (Ab-
bildung 3.6 und 3.8). Ungeachtet dessen stellt sich weiterhin die Frage, ob die in Abwesenheit von
Oxa1 importierten Carrier-Proteine in die Membran inseriert werden oder ob sie im Intermem-
branraum akkumulieren. Um dies zu u¨berpru¨fen, wurden radioaktiv markierte Carrier-Proteine
aus N. crassa in Mitochondrien mit und ohne Oxa1ts u¨ber einen Zeitraum von 30 Minuten impor-
tiert, um auch in Abwesenheit von Oxa1 a¨hnliche Mengen Carrier wie im Wildtyp zu akkumu-
lieren. Nach dem Import wurden mitochondriale Proteine mittels Carbonat extrahiert (Abbildung
3.9 A). Erwartungsgema¨ß konnte das integrale Innenmembranprotein Cox2 nicht extrahiert wer-
den und sedimentierte mit den Membranen. Das membranassoziierte, ribosomale Protein Mrpl40
wurde dagegen durch Carbonat aus der Membranfraktion extrahiert und befand sich vorwiegend
im U¨berstand. Der importierte Carrier Aac2 verhielt sich wie das Membranprotein Cox2. Dies
deutet darauf hin, dass Carrier auch in Abwesenheit von Oxa1 in die Membran inseriert werden,
wenn auch der Import per se stark vermindert ist.
In einem zweiten Ansatz wurde der radioaktiv markierte Carrier Dic1 in Mitochondrien impor-
tiert und dessen submitochondriale Lokalisierung mittels Mitoplastierung und Proteasebehandlung
(Abschnitt 3.1.2) untersucht (Abbildung 3.9 B). In Anwesenheit von Oxa1ts lag Dic1 erfolgreich
in die Innenmembran inseriert vor. Die Protease konnte in Mitoplasten daher nur einen kleinen Teil
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Abbildung 3.9: Carrier werden auch in Abwesenheit von Oxa1ts erfolgreich in die Innenmembran inseriert. Mi-
tochondriale Carrier -Proteine wurden in Anwesenheit von radioaktiv markiertem 35S-Methionin in vitro synthetisiert und
in isolierte Mitochondrien bei 16◦C fu¨r 30 Minuten importiert. A) Nicht importiertes Aac2 aus S. cerevisiae wurde durch
Proteasebehandlung entfernt und die Mitochondrien reisoliert. Durch 100 mM Carbonat und anschließende Ultrazentrifu-
gation wurden lo¨sliche Proteine von Membranproteinen getrennt. Die Membranfraktion (P) und der U¨berstand (U¨) wurden
mittels Gelelektrophorese, Western Blot und Autoradiographie analysiert. T = 100% Total. B) Zur Analyse der submi-
tochondrialen Lokalisierung von Dic1 aus S. cerevisiae wurde nicht importiertes Protein durch Proteinase K-Behandlung
in intakten Mitochondrien oder Mitoplasten, die durch Schwellen in hypotonischem Medium erzeugt wurden, entfernt.
Mitochondrien oder Mitoplasten wurden reisoliert, in SDS-Ladepuffer lysiert und im Polyacrylamidgel aufgetrennt. Im An-
schluss wurden die Proteine durch Autoradiographie detektiert. PF = Proteasefragment.
des Proteins verdauen, wodurch das Proteasefragment (PF) des Carriers erzeugt wurde. Durch
Zugabe von CCCP und der damit verbundenen Aufhebung des Membranpotentials wurde die In-
sertion des Carriers in die Membran verhindert. Dic1 konnte somit nicht vollsta¨ndig importiert
werden, war frei zuga¨nglich fu¨r die Protease und wurde verdaut. Es trat kein Proteasefragment
auf. In Mitochondrien ohne Oxa1ts wurde der Carrier wie auch in Anwesenheit von Oxa1ts, er-
folgreich in die Membran inseriert, was sich durch das Auftreten des Proteasefragments (PF) in
Mitoplasten zeigte.
Zusammenfassend deuten die Daten der Carbonat-Extraktion und der Proteasebehandlung darauf
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hin, dass Carrier-Proteine auch in Abwesenheit von Oxa1 erfolgreich in die Membran inseriert
werden ko¨nnen.
3.1.9 Frisch importierter ADP/ATP-Carrier kann oxidiert werden
Die verminderte Importeffizienz verschiedener Carrier-Proteine in Abwesenheit von Oxa1ts zeigt
deutlich, dass Oxa1 eine wichtige, wenn auch nicht essentielle Rolle wa¨hrend deren Biogenese
einnimmt. Um die Funktion von Oxa1 wa¨hrend der Carrier-Biogenese besser zu verstehen sollte
eine Methode etabliert werden, die es erlaubte verschiedene Carrier-Konformationen zu fixieren.
Hierzu wurde zuna¨chst die Sequenz des ADP/ATP-Carriers in silico analysiert. Abbildung 3.10 A
zeigt, dass Aac2 u¨ber vier Cysteine verfu¨gt, zwei davon in Transmembrandoma¨ne fu¨nf und sechs
sowie zwei weitere in den hydrophilen Bereichen eins und drei, die die Transmembrandoma¨nen
auf der Matrixseite miteinander verbinden. Um zu testen ob es mo¨glich ist, diese Cysteine inner-
halb des gleichen Aac2-Moleku¨ls (intramolekular) u¨ber Disulfidbru¨cken zu verbinden, wurde ra-
dioaktiv markiertes Aac2 aus S. cerevisiae in Wildtyp-Mitochondrien importiert (Abbildung 3.10
B). Durch anschließende Behandlung mit dem Oxidationsmittel Kupferphenanthrolin (Cu(OP)2)
entstand eine im Polyacrylamidgel schneller migrierende Aac2-Form. Dieses Verhalten ist durch
die Ausbildung von intramolekularen Disulfidbru¨cken (S-S) zu erkla¨ren, durch die das Protein
auch in Anwesenheit von SDS nicht vollsta¨ndig entfaltet werden kann und sich so schneller durch






















Abbildung 3.10: Frisch importierter ADP/ATP-Carrier kann durch Zugabe des Oxidationsmittels Kupferphenan-
throlin zu einer schneller migrierenden Form oxidiert werden. A) Schematische Darstellung des ADP/ATP-Carriers
aus S. cerevisiae. Die Cysteinreste und ihre Position wurden durch © angedeutet. Die Zahlen geben die Position die-
ser Cysteine in der Aminosa¨uresequenz an. B) Mit 35S-Methionin radioaktiv markiertes Aac2 aus S. cerevisiae wurde
in Wildtyp-Mitochondrien fu¨r 10 Minuten bei 16◦C importiert. Anschließend wurde nicht importieres Protein durch Protei-
nase K-Verdau entfernt und die Mitochondrien mit 100 µM Kupferphenanthrolin (Cu(OP)2) behandelt. Nicht oxidierte, freie
Thiolgruppen wurden durch 5 mM NEM fixiert. Wenn nicht anders angedeutet, wurden die Mitochondrien ohne Zugabe






















Abbildung 3.11: Der reife, vollsta¨ndig assemblierte ADP/ATP-Carrier ist fu¨r Kupferphenanthrolin unzuga¨nglich
und kann nicht oxidiert werden. Mitochondrien des Wildtyps, der ∆oxa1 und der ∆crd1-Mutante wurden fu¨r 15 Minuten
mit 100 µM Kupferphenanthrolin (Cu(OP)2) oxidiert oder blieben unbehandelt. Anschließend wurden freie, nicht oxidierte
Thiolgruppen durch Zugabe von 5 mM NEM fixiert. Die Mitochondrien wurden entweder in Anwesenheit oder Abwesenheit
von DTT in SDS-Ladepuffer lysiert und die Proteine gelelektrophoretisch getrennt. Mittels Western Blot wurden die steady
state-Oxidationsstadien des Carriers Aac2 detektiert.
phenanthrolin ku¨nstlich hervorgerufene Oxidation konnte durch das Reduktionsmittel DTT wieder
aufgehoben werden.
Wie zuvor gezeigt, kann Aac2 intramolekular durch Ausbildung von Disulfidbru¨cken oxidiert wer-
den. Zu welchem Zeitpunkt wa¨hrend des Imports die oxidierbare Form auftritt, ist jedoch unklar.
Einerseits kann es sich um eine oxidierbare U¨bergangsform oder um das reife, vollsta¨ndig assem-
blierte Protein handeln. Um diese Frage zu kla¨ren, wurden isolierte Mitochondrien verschiedener
Hefemutanten mit Kupferphenanthrolin behandelt. Anschließend wurden nicht oxidierte Cysteine
durch die Behandlung mit N-Ethylmaleimid (NEM) fixiert, um die Oxidation zu einem spa¨te-
ren Zeitpunkt zu verhindern. Die Oxidierbarkeit des steady state-ADP/ATP-Carriers Aac2 wurde
mittels eines spezifischen Antiko¨rpers untersucht. Im Wildtyp lag Aac2 auch nach Behandlung
mit Kupferphenanthrolin in seiner nicht oxidierten Form vor (Abbildung 3.11, wt, -SH). Fehlt
dagegen Oxa1, war zum einen, wie bereits zuvor beobachtet, die Menge an Aac2 drastisch redu-
ziert (Abbildung 3.11, ∆oxa1, SH). Zum anderen zeigte sich jedoch auch, dass eine kleine Menge
Aac2 oxidiert werden konnte (S-S). Cardiolipin ist entscheidend fu¨r die Funktion und die erfolg-
reiche Assemblierung mitochondrialer Carrier-Proteine (Jiang et al., 2000). In Hefe kodiert crd1
die Cardiolipin-Synthase, ein essentielles Enzym der Cardiolipinsynthese (Schlame & Greenberg,
1997). Untersucht man die Oxidierbarkeit des steady state-Aac2 in einer Mutante, der dieses Gen
fehlt (∆crd1), so fa¨llt auf, dass Aac2 nahezu vollsta¨ndig in seiner oxidierbaren Form vorlag (Ab-
bildung 3.11). Es handelt sich daher bei dieser oxidierbaren Aac2-Form wahrscheinlich um eine
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noch nicht vollsta¨ndig assemblierte U¨bergangsform des Proteins. Das reife, vollsta¨ndig assemb-
lierte Protein, wie es im Wildtyp vorliegt, kann dagegen nicht mehr oxidiert werden.
3.1.10 Die oxidierbare U¨bergangsform des ADP/ATP-Carriers ist membaninseriert
Beim Import von in vitro synthetisiertem Aac2 entsteht eine U¨bergangsform, die oxidiert werden
kann. Ob diese Form jedoch bereits in fru¨hen Schritten des Imports in den Intermembranraum oder
erst spa¨ter nach der Membraninsertion von Aac2 in die Innenmembran ausgebildet werden kann,
ist unklar. Um dies zu untersuchen, wurde radioaktiv markiertes Aac2 in Wildtyp-Mitochondrien
importiert und oxidiert. Anschließend wurden die mitochondrialen Membranproteine entweder
durch Salz (KCl) oder durch eine Mischung aus Carbonat und Harnstoff extrahiert. Das mem-
branassoziierte ribosomale Protein Mrpl40 konnte zum Teil bereits durch Salzextraktion von
der Membran gelo¨st werden und befand sich nach Carbonat/Harnstoffextraktion vollsta¨ndig im
U¨berstand. Im Gegensatz hierzu ko-migirierte die oxidierte Aac2-U¨bergangsform sowohl nach
Salz-, als auch nach Carbonat/Harnstoffextraktion zusammen mit dem Membranprotein Cox2
(Abbildung 3.12 A).
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Abbildung 3.12: Die im Polyacrylamidgel schneller migrierende Aac2-Form ist membraninseriert. Aac2 aus S.
cerevisiae wurde in Anwesenheit von 35S-markiertem Methionin in vitro synthetisiert und bei 16◦C fu¨r 10 Minuten in
Wildtyp-Mitochondrien importiert. Anschließend wurden die Mitochondrien mit 100 µM Cu(OP)2 behandelt. A) Nicht im-
portiertes Protein wurden durch Proteinase K-Verdau entfernt und mitochondriale Proteine durch 250 mM KCl oder eine
Mischung aus 100 mM Na2CO3 und 1 M Harnstoff extrahiert. Durch Zentrifugation wurden die Proteine in gelo¨ste (U¨ber-
stand) und membransta¨ndige Proteine (Pellet) aufgetrennt. B) Der Proteinase K-Verdau erfolgte entweder in intakten Mi-
tochondrien oder in Mitoplasten. Hierzu wurden Mitochondrien entweder in einer isotonischen Lo¨sung aufgenommen oder
in einem hypertonischem Medium geschwollen. Anschließend wurden die Mitochondrien reisoliert und in SDS-Ladepuffer
ohne DTT lysiert. In A) und B) wurden die Proteine durch Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Autoradiographie und
Western Blot analysiert.
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Die submitochondriale Lokalisierung der oxidierten U¨bergangsform wurde weiterhin durch Pro-
teasebehandlung untersucht. Hierzu wurde erneut radioaktiv markiertes Aac2 in Mitochondrien
importiert und oxidiert. Anschließend wurden die intakten Mitochondrien oder die durch osmo-
tisches Schwellen erzeugten Mitoplasten mit Protease behandelt (Abbildung 3.12 B). In intakten
Mitochondrien war der nicht oxidierte ADP/ATP-Carrier vollsta¨ndig durch die mitochondriale
Außenmembran gegen Proteaseverdau geschu¨tzt (SH). In Mitoplasten dagegen konnte ein
kleiner Teil des Proteins durch die Protease entfernt werden, wodurch eine schneller migrierende
Aac2-Form entstand (SH-Fragment). Fu¨r die oxidierte U¨bergangsform des Carriers zeigte sich
ein a¨hnliches Muster. In intakten Mitochondrien war diese Form vor der Protease geschu¨tzt (S-S),
wa¨hrend in Mitoplasten ebenfalls nur ein kleiner Teil durch die Protease verdaut werden konnte
(S-S Fragment). Dieser Befund sowie die Carbonat/Harnstoffextraktion verdeutlichen, dass es
sich bei der oxidierbaren U¨bergangsform des ADP/ATP-Carriers Aac2 aus S. cerevisiae um eine
in die Membran inserierte Form handelt (Abbildung 3.12 B).
3.1.11 In Anwesenheit von Oxa1 werden Mitglieder der mitochondrialen Carrier -
Familie effizienter assembliert
Mitglieder der mitochondrialen Carrier-Familie werden TIM22-abha¨ngig in die Innenmembran
inseriert. Aac2 aus S. cerevisiae liegt nach der Membraninsertion zuna¨chst in einer durch
Kupferphenanthrolin oxidierbaren Form vor. Diese U¨bergangsform verschwindet durch die
weitere Assemblierung des Carriers und kann nicht mehr nachgewiesen werden. Um eine
mo¨gliche Beteiligung von Oxa1 bei diesem Assemblierungsprozess zu untersuchen, wurde in
vitro synthetisiertes Aac2 in Mitochondrien importiert. Nach 15 Minuten wurde der Import
unterbrochen und das Schicksal bereits importierter Carrier-Proteine fu¨r 10 Minuten weiter
verfolgt. Um die verschiedenen Assemblierungsstadien von Aac2 unterscheiden zu ko¨nnen,
wurden die Mitochondrien im Anschluß mit Kupferphenanthrolin behandelt. In Anwesenheit
von Oxa1 oder Oxa1ts wurde zuna¨chst ausschließlich die oxidierbare U¨bergangsform des
ADP/ATP-Carriers angeha¨uft (S-S). Diese wurde sehr schnell in die nicht oxidierbare Form
u¨berfu¨hrt (SH), was den oben beschriebenen Assemblierungsweg von Aac2 im Wildtyp reflektiert
(Abbildung 3.13). Mitochondrien, denen Oxa1ts fehlt, importierten, wie zuvor beschrieben, Aac2
wesentlich langsamer als der Wildtyp (Abbildung 3.13 A). Interessanterweise war jedoch auch
die Umwandlung des Carriers von der oxidierbaren U¨bergangsform in die nicht oxidierbare,
assemblierte Form stark verlangsamt. Einen a¨hnlichen, wenngleich auch drastischeren, Pha¨notyp
beobachtet man in der ∆crd1-Mutante. Da diese Mutante kein Cardiolipin synthetisieren kann,
dieses aber entscheidend fu¨r die Dimerisierung von Aac2 ist (Hoffmann et al., 1994; Claypool
et al., 2008), lag der Carrier wahrscheinlich ausschließlich in seiner monomeren, oxidierbaren
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Abbildung 3.13: Oxa1 spielt eine wichtige, wenn auch nicht essentielle Rolle bei der Assemblierung von Aac2 aus
S. cerevisiae. Radioaktiv markiertes Aac2 aus S. cerevisiae wurde fu¨r die angegebenen Zeitspannen bei 16◦C in Mito-
chondrien des Wildtyps, einer ∆crd1-Mutante oder Mitochondrien mit und ohne Oxa1ts (Oxa1ts-25◦C und Oxa1ts-37◦C)
importiert. Nach 15 Minuten wurde der Import durch Zugabe von 25 µM CCCP unterbrochen und die Assemblierung
des Carriers fu¨r 10 Minuten weiter verfolgt. Sofern nicht anders vermerkt, wurden alle Proben mit 100 µM Kupferphen-
anthrolin (Cu(OP)2) behandelt und nicht importierte Proteine durch Proteinase K-Verdau entfernt. A) Die Mitochondrien
wurden in SDS-Ladepuffer lysiert, im Polyacrylamidgel aufgetrennt und die importierten Proteine mittels Autoradiographie
detektiert. B) Die importierten Mengen der oxidierbaren U¨bergangsform, sowie der nicht oxidierbaren, vollsta¨ndig assem-
blierten Form von Aac2 wurden fu¨r Oxa1ts-25◦C und Oxa1ts-37◦C densitometrisch quantifiziert. Die Anha¨ufung dieser
beiden Formen wurde graphisch in Abha¨ngigkeit der Zeit dargestellt. (n=3)
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3.1.12 Der ADP/ATP-Carrier aus N. crassa wird ebenfalls u¨ber eine U¨bergangs-
form assembliert
Wie bereits zuvor beschrieben, wird nicht nur Aac2 aus S. cerevisiae Oxa1-abha¨ngig importiert,
sondern auch weitere mitochondriale Carrier wie Dic1 und Pic2 aus Hefe oder Aac2 aus N. crassa.
Vorversuche zeigten, dass Aac2 aus N. crassa durch den chemischen Quervernetzer m-Maleimid-


















































Abbildung 3.14: Aac2 aus N. crassa wird ebenfalls u¨ber eine U¨bergangsform assembliert. Aac2 aus N. crassa wurde
in Anwesenheit von 35S-Methionin radioaktiv markiert und bei 16◦C fu¨r die angegebene Zeitspanne in die angedeuteten
Wildtyp- und Oxa1ts-Mitochondrien importiert. Im Anschluss an den Proteinimport wurden die Mitochondrien mit 400 µM
MBS behandelt und nicht importiertes Protein durch Proteaseverdau entfernt. A) Die durch SDS-Ladepuffer gelo¨sten
mitochondrialen Proteine wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die radioaktiv markierten Proteine mittels
Autoradiographie nachgewiesen. B) Die Radioaktivsignale der nach 15-minu¨tigem Import durch MBS quervernetzten bzw.
nicht quervernetzten Carrier -Form wurden densitometisch quantifiziert und graphisch dargestellt. (n=3)
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zu einer konformationsabha¨ngigen Vera¨nderung des Laufverhaltens fu¨hrt. Diese Mo¨glichkeit wur-
de daher genutzt, um den Einfluss von Oxa1 auf die Assemblierung von Aac2 aus N. crassa zu un-
tersuchen. Hierzu wurde der Carrier in vitro synthetisiert, in Wildtyp- oder Oxa1ts-Mitochondrien
importiert und anschließend mit MBS behandelt. In Anwesenheit von Oxa1 oder Oxa1ts trat
zuna¨chst eine schneller im Polyacrylamidgel migrierende Aac2-Form auf, bei der es sich um
das durch MBS intramolekular quervernetzte Protein handelte (Abbildung 3.14 A). Mit zuneh-
mender Importdauer wurde dieses Quervernetzungsprodukt zunehmend ineffizienter ausgebildet
und es entstand eine nicht quervernetzbare Form. Wa¨hrend nach einer Importdauer von 2,5 Mi-
nuten die quervernetzte Bande u¨berwog, kehrte sich in Anwesenheit von Oxa1 das Verha¨ltnis
nach 15 Minuten um, sodass 80-90% des importierten Proteins nicht mehr quervernetzt werden
konnten. Wurde Aac2 aus N. crassa dagegen in Mitochondrien ohne Oxa1ts importiert, so fa¨llt
zuna¨chst auf, dass die quervernetzbare U¨bergangsform sta¨rker akkumulierte als in Anwesenheit
von Oxa1ts. Weiterhin trat erst nach 15 Minuten die durch MBS nicht mehr quervernetzbare Form
von Aac2 auf, wobei nur knapp 60% Aac2 in diese Form u¨berfu¨hrt wurden (Abbildung 3.14 A+B).
Diese Resultate deuten ebenfalls darauf hin, dass Oxa1 eine wichtige Rolle bei der Assemblierung
des Carriers spielen ko¨nnte, da die Umwandlung der quervernetzbaren Aac2-Form in die nicht
quervernetzbare Form in Anwesenheit von Oxa1 wesentlich effektiver verlief. Somit ist die zuvor
beobachtete U¨bergangsform von Aac2 aus S. cerevisiae nicht spezifisch fu¨r dieses Protein. Viel-
mehr scheint wa¨hrend der Assemblierung mitochondrialer Carrier generell eine U¨bergangsform
ausgebildet zu werden und Oxa1 ko¨nnte die weitere, effiziente Assemblierung gewa¨hrleisten. Zu-
sammenfassend zeigen diese Ergebnisse eine kritische Aufgabe von Oxa1 bei der Biogenese von
Carrier-Proteinen in der mitochondrialen Innenmembran.
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3.2 Aufreinigung und Rekonstitution von S. cerevisiae Oxa1
Die Multiproteinkomplexe der Atmungskette sind aus kernkodierten und einigen wenigen mi-
tochondrial kodierten Proteinen zusammengesetzt. Letztere werden durch die Insertase Oxa1 in
einem ko-translationalen Mechanismus in die Membran inseriert. Daru¨ber hinaus ist Oxa1 auch
an der Insertion verschiedener kernkodierter Innenmembranproteine beteiligt. Trotz dieser zen-
tralen Rolle von Oxa1 wa¨hrend der Proteininsertion ist nur wenig u¨ber die Natur dieses Proteins
bekannt. Weder ist im Moment die Kristallstruktur des Proteins gelo¨st, noch ist bekannt, wie Oxa1
die Insertion von sowohl kern- als auch mitochondrial kodierten Proteinen katalysiert. Verschie-
dene Daten deuten darauf hin, dass Oxa1 ein Oligomer bildet, eindeutige Daten zur Sto¨chiometrie
fehlen aber (Preuss et al., 2001; Nargang et al., 2002; Szyrach et al., 2003). Weiterhin bleibt zu
kla¨ren, ob Oxa1 eine Pore in der Membran bildet, um hydrophile Doma¨nen von Substratproteinen
in den Intermembranraum zu transportieren.
Da in vielen dieser Experimente sauberes, hochkonzentriertes Protein eingesetzt werden muss,
sollte zuna¨chst ein Protokoll zur effizienten Aufreinigung von rekombinant exprimierten Oxa1
aus Bakterien etabliert werden.
3.2.1 Aufreinigung von rekombinantem Oxa1 aus Bakterien
Um sauberes Oxa1 zu gewinnen wurde ein Protokoll etabliert, um es rekombinant in Bakterien zu
exprimieren und nativ aufzureinigen. Hierfu¨r wurde zuna¨chst Oxa1 ohne mitochondriale Pra¨se-
quenz in den Vektor pEH1 kloniert, der sich besonders zur Expression von Membranproteinen
eignet (Backert et al., 1998). Zur effizienten Aufreinigung wurde Oxa1 N-terminal mit 10 Histi-
dinresten (His10-Tag) versehen (His10Oxa1), gefolgt von einer Schnittstelle fu¨r die TEV Protease,
die die Abspaltung des His10-Tags erlaubt (Abbildung 3.15 A). Das Konstrukt wurde im E. coli-
Bakterienstamm BL21(DE3) nach Induktion mit Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG)
fu¨r vier Stunden bei 30◦C exprimiert und wie in Abbildung 3.15 B schematisch dargestellt aufge-
reinigt. Zuna¨chst wurde die bakterielle Zellwand durch Lysozym zersto¨rt, die Zellen durch Ultra-
schallbehandlung geo¨ffnet und nicht geo¨ffnete Bakterienzellen sowie Zelltru¨mmer durch Zentrifu-
gation abgetrennt (Abbildung 3.15 b und 3.16 A, Zelltru¨mmer). Als na¨chstes wurden die bakteri-
ellen Membranen durch Ultrazentrifugation isoliert und mittles 1% n-Dodecyl-β-maltosid (DDM)
lysiert (Abbildung 3.15 b und 3.16 A, Lysat). Unlo¨sliche Membranbestandteile wurden durch er-
neute Ultrazentrifugation abgetrennt und verworfen, wa¨hrend das gekla¨rte Lysat zur Bindung von
His10Oxa1 mit Nickel-NTA-Sepharose inkubiert wurde (NiNTA-Sepharose vor dem Waschen).
Unspezifisch gebundene Proteine wurden nach der Inkubation durch mehrfaches Waschen der Se-
pharose entfernt (Waschfraktionen 1-5) und His10Oxa1 wurde durch Zugabe eines U¨berschusses
an Imidazol von der Nickel-NTA-Matrix eluiert. Eine Testexpression im kleinen Maßstab beleg-
te, dass His10Oxa1 nahezu verlustfrei an die Nickel-NTA-Matrix gebunden und von dieser eluiert
werden kann (Abbildung 3.16 A, Elution).
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Die Aufreinigung gro¨ßerer Mengen His10Oxa1 erfolgte aus 2,5 Litern Bakteriensuspension mit ei-
ner optischen Dichte von circa 1,0 nach dem eben beschriebenen Protokoll. Die Elutionsfraktionen
einer solchen Aufreinigung sind in Abbildung 3.16 B dargestellt. Durch Vergleich mit einer BSA-
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Abbildung 3.15: Schematische Darstellung A) des His10Oxa1-Konstrukts und B) des Aufreinigungsprotokolls von in Bak-
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Abbildung 3.16: Rekombinant exprimiertes His10Oxa1 kann nativ aus Bakterienzellen isoliert werden. His10Oxa1
wurde wie im Text beschrieben und in Abb. 3.15 B graphisch dargestellt aus BL21(DE3)-Zellen aufgereinigt. A) A¨quivalente
Probenmengen verschiedener Aufreinigungsschritte einer Testaufreinigung wurden gesammelt und mit SDS-Ladepuffer
versehen. Die Proteine wurden elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran u¨bertragen. Oxa1 wur-
de anschließend durch einen spezifischen Antiko¨rper nachgewiesen. B) His10Oxa1 wurde im gro¨ßeren Maßstab aus 2,5
Litern Bakterienkultur aufgereinigt. 10 µl jeder Elutionsfraktion wurde mit SDS-Ladepuffer versehen und im Polyacrylamid-
gel aufgetrennt. Zur Abscha¨tzung der Proteinlevel wurden zunehmende Mengen Rinderserumalbumin (BSA) geladen. Die
Proteine wurden durch Coomassie Brilliant Blau angefa¨rbt. Seph. = Sepharose
3.2.2 Rekombinates Oxa1 liegt als Homooligomer vor
Fru¨here Untersuchungen mit intakten Mitochondrien aus S. cerevisiae oder aufgereinigtem Oxa1
aus N. crassa zeigten, dass Oxa1 als Oligomer vorliegt (Preuss et al., 2001; Nargang et al., 2002;
Szyrach et al., 2003). Da die Aufreinigung von His10Oxa1 aus E. coli erfolgreich war, stellte sich

























Abbildung 3.17: Aus Bakterien aufgereinigtes His10Oxa1 formt einen etwa 200 kDa großen Komplex. His10Oxa1
wurde wie in Abschnitt 3.2.1 beschrieben nativ aufgereinigt. Anschließend wurde das gereinigte Protein in Anwesen-
heit von 0.1% DDM mittels einer Superose-12 Sa¨ule gelchromatographisch aufgetrennt. Die Elution erfolgte mit einem
Gesamtvolumen von 15 ml. Dargestellt ist die Vera¨nderung des Fluoreszenzsignals bei 280 nm wa¨hrend des Gelfiltrati-
onslaufs.
ten, wurde die Gro¨ße des nativ aufgereinigten His10Oxa1 mittels Gelfiltrations-Chromatographie
analysiert (Abbildung 3.17). Das Chromatogramm der Gelfiltration wies zwei Maxima auf. Ei-
nes dieser Maxima lag bei ca. 40 kDa was der apparenten Gro¨ße von Oxa1 im Polyacrylamidgel
entspricht (Abbildung 3.16 B). Das andere Maximum lag bei etwa 200 kDa. Da in der Gelfil-
tration aufgereinigtes Protein aufgetrennt wurde, handelt es sich hierbei wahrscheinlich um ein
Homooligomer aus vier bis fu¨nf His10Oxa1-Untereinheiten. Beru¨cksichtigt man allerdings, dass
die Gro¨ße von solubilisierten Membranproteinkomplexen durch assoziierte Detergenzmizellen
vera¨ndert wird, kann auch ein His10Oxa1-Dimer nicht ausgeschlossen werden (Møller & le Maire,
1993). Ungeachtet der genauen Gro¨ße des aufgereinigten OXA1-Komplexes, deuten diese Daten
darauf hin, dass rekombinat exprimiertes Oxa1 erfolgreich in die Bakterienmembran inseriert und
assembliert wurde und wahrscheinlich auch funktionell ist.
3.2.3 His10Oxa1 kann erfolgreich in Liposomen rekonstituiert werden
Die Mo¨glichkeit, rekombinantes His10Oxa1 sauber und in seiner nativen Konformation aufzureini-
gen, erlaubt es, eine Reihe verschiedener Aspekte zur Funktion von Oxa1 genauer zu untersuchen.
Hierzu geho¨ren Projekte wie die Kristallisation von Oxa1 oder die elektrochemische Analyse der
Poreneigenschaft von Oxa1 mittels black lipid membranes, die alle in Kollaboration mit ande-
ren Gruppen initiiert wurden. Daru¨ber hinaus ist die genaue Funktionsweise von Oxa1 auf mo-
lekularer Ebene noch immer nicht bekannt. Um diese Frage unabha¨ngig von der komplizierten
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Proteinzusammensetzung der mitochondrialen Innenmembran zu untersuchen, wurde His10Oxa1
in Liposomen rekonstituiert. Der erfolgreiche Einbau des His10Oxa1 in die Liposomen wurde
durch die Flotation der Oxa1-Proteoliposomen in einem Zuckerstufengradient untersucht. Hier-
zu wurden die His10Oxa1-Proteoliposomen zuna¨chst mit Carbonat behandelt, um nur peripher
assoziiertes Protein zu extrahieren. Anschließend wurden diese Liposomen in eine hochmolare
Saccharoselo¨sung aufgenommen, in ein Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt und mit Saccharoselo¨sun-
gen abnehmender Molarita¨t u¨berschichtet. Bei der nachfolgenden Ultrazentrifugation wanderten
die Liposomen entsprechend ihrer Dichte in eine der niedermolekularen Schichten des Saccharose-
gradienten (Abbildung 3.18). Nach der Zentrifugation fand man einen Großteil des rekombinanten
His10Oxa1 in den oberen Fraktionen des Stufengradienten. Dies deutet darauf hin, dass His10Oxa1
erfolgreich in die Liposomen eingebaut und zusammen mit diesen flotiert wurde. Allerdings ag-
gregierte auch ein kleiner Teil des rekombinanten His10Oxa1 und war nach der Flotation im Pellet
zu finden. Ungeachtet dessen zeigen die erhaltenen Resultate, dass His10Oxa1 erfolgreich in Li-






































Abbildung 3.18: Nach der Rekonstitution von His10Oxa1 in Liposomen kann das Protein erfolgreich flotiert wer-
den. Rekonstituierte His10Oxa1-Proteoliposomen wurden nach dem Auftauen kurz Ultraschall-behandelt und die Pro-
teine mit 100 mM Carbonat extrahiert. Anschließend wurden sie in einer hochmolaren Zuckerlo¨sung verdu¨nnt, deren
Endkonzentration 1,6 M Saccharose war. Diese Saccharoseschicht wurde mit einer 1,2 M Saccharoselo¨sung und einer
0,5 M Saccharoselo¨sung u¨berschichtet und die Proteoliposomen durch Ultrazentrifugation (16 h, 140 000 · g) flotiert.
Der Saccharose-Stufengradient wurde in acht Fraktionen geerntet, die Proteine mittels Trichloressigsa¨ure gefa¨llt, in SDS-
Ladepuffer gelo¨st, durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und mittels Western Blot Analyse nachgewiesen. Zusa¨tzlich
wurde die Verteilung von His10Oxa1 in den einzelnen Fraktionen densitometrisch bestimmt und graphisch dargestellt.
Pellet = Material am Boden des Zentrifugenro¨hrchens wurde mit Ladepuffer resuspendiert.
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3.2.4 Das Innenmembranprotein Atp8 wird Oxa1-abha¨ngig in rekonstituierte Lipo-
somen inseriert
Um die Rolle von Oxa1 bei der ko-translationalen Proteininsertion im Detail untersuchen zu
ko¨nnen, wurde zuna¨chst ein entsprechender in vitro-Assay etabliert. Hierzu wurde das mitochon-
drial kodierte Innenmembranprotein Atp8 in Anwesenheit von radioaktivem 35S-Methionin in
vitro synthetisiert. Die Translation fand entweder in Abwesenheit von Proteoliposomen oder in
Anwesenheit von Liposomen statt, die mit His10Oxa1 beladen waren oder kein Protein enthielten.
Die Insertion von Atp8 in die Liposomen wurde erneut durch Flotation in einem Saccharose-
Stufengradienten u¨berpru¨ft. Ein erstes Experiment zeigte, dass Atp8, welches in Abwesenheit von
Liposomen oder in Anwesenheit leerer Liposomen synthetisiert wurde, in der hochmolekularen
Saccharoseschicht verblieb (Abbildung 3.19). In Anwesenheit von His10Oxa1-Proteoliposomen
wurden dagegen etwa 25% des translatierten Atp8 zusammen mit den Liposomen flotiert. Die An-
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Abbildung 3.19: Atp8 wird in Oxa1-Proteoliposomen, nicht aber in leere Liposomen inseriert. Atp8 wurde in Ab-
wesenheit von Liposomen, in Anwesenheit leerer Liposomen oder His10Oxa11-Proteoliposomen in vitro fu¨r 15 Minuten
bei 30◦C translatiert und dabei mit 35S-Methionin radioaktiv markiert. Die Translation von Atp8 wurde gestoppt und die
Reaktionen in eine hochmolare Saccharoselo¨sung mit einer Endkonzentration von 1,6 M aufgenommen. Diese wurde mit
einer 1,2 M und einer 0,5 M Saccharoselo¨sung u¨berschichtet. Um die Lipide zu flotieren, wurden die Stufengradienten
fu¨r 16 Stunden bei 140 000 · g zentrifugiert. Die Gradienten wurden geerntet, die acht Fraktionen mit SDS-Laufpuffer
versetzt, ein mo¨gliches Pellet in SDS-Ladepuffer resuspendiert und die Proteine anschließend gelelektrophoretisch ge-
trennt. Durch Autoradiographie nachgewiesenes Atp8 der einzelnen Fraktionen wurde densitometrisch quantifiziert und
graphisch dargestellt.
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wesenheit von Oxa1 fu¨hrt also zu einer deutlich versta¨rkten Insertion oder Assoziation von Atp8
mit Liposomen. Dies zeigt zum ersten Mal, dass Oxa1 direkt die Insertion von Membranprotei-
nen katalysiert. Mit diesem rekonstituierten Insertionsansatz sollte es in Zukunft mo¨glich sein, die
molekularen Mechanismen der Oxa1-vermittelten Proteinbiogenesevorga¨nge aufzukla¨ren.
4 Diskussion
Die mitochondriale Innenmembran ist eine wichtige Schnittstelle zwischen zytosolischen Stoff-
wechselvorga¨ngen und denen, die in der mitochondrialen Matrix ablaufen. Unter anderem beherr-
bergt die Innenmembran die Multiproteinkomplexe der Atmungskette, die eine Schlu¨sselfunktion
bei der zellula¨ren Energiegewinnung einnehmen. In S. cerevisiae umfasst die Atmungskette vier
Komplexe, deren Untereinheiten von zwei unterschiedlichen genetischen Systemen synthetisiert
werden – der zytosolischen und der mitochondrialen Expressionsmaschinerie. Die kernkodierten
Untereinheiten werden im Zytosol synthetisiert, durch die Translokasen der a¨ußeren und inne-
ren Membran in die Mitochondrien importiert und in die Innenmembran inseriert. Parallel dazu
werden die mitochondrial kodierten Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe in der Matrix
synthetisiert und ko-translational in einem durch Oxa1 vermittelten Prozess in die Innenmembran
inseriert (Hell et al., 2001). Anschließend werden die Proteine in ihre dreidimensionale Struktur
gefaltet und assembliert.
Im Fall von lo¨slichen Proteinen stellen Chaperone Faltungshelfer dar, die fu¨r eine schnelle und
effiziente Proteinfaltung und Assemblierung no¨tig sind (Hartl, 1996). Sie erkennen hydrophobe
Bereiche einer Polypeptidkette, binden diese und verhindern so deren unkontrollierte Faltung und
Aggregation im wa¨ssrigen Milieu (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Albane`se et al., 2006; Vabulas
et al., 2010). Im Gegensatz dazu ist nur wenig u¨ber die Mechanismen oder Faktoren bekannt, die
zur Faltung und Assemblierung integraler Membranproteine no¨tig sind.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Insertase Oxa1 nicht nur an der Insertion von
Proteinen in die mitochondriale Innenmembran beteiligt ist, sondern auch eine wichtige Rolle bei
der Faltung und Assemblierung von Membranproteinen u¨bernehmen kann.
4.1 Die Rolle von Oxa1 bei der Biogenese mitochondrialer Innenmembran-
proteine
Oxa1 ist eine zentrale Komponente der Insertionsmaschinerie mitochondrial kodierter Proteine
und von essentieller Bedeutung fu¨r die Aufrechterhaltung der Integrita¨t der inneren mitochon-
drialen Membran. So sind beispielsweise nicht nur die Level mitochondrial kodierter Proteine wie
Cox2 in Abwesenheit von Oxa1 reduziert (Abbildung 3.1) (He & Fox, 1997; Hell et al., 1997),
sondern auch eine Reihe kernkodierter Proteine wie die beiden Untereinheiten Rip1 und Cor2 der
Cytochrom c-Reduktase. Letzteres la¨sst sich damit erkla¨ren, dass Komplex III in Abwesenheit ein-
zelner struktureller Untereinheiten nicht vollsta¨ndig assembliert werden kann, was sich auch auf
die Stabilita¨t anderer Komplexkomponenten auswirkt (Crivellone et al., 1988). Ungekla¨rt bleibt an
dieser Stelle jedoch, ob dieser Effekt die Folge der ineffizienten, Oxa1-abha¨ngigen Cytb-Insertion
ist oder ob Oxa1 eine direkte Rolle bei der Assemblierung von Komplex III spielt.
Neben verschiedenen Untereinheiten der Atmungskettenkomplexe ist auch die Stabilita¨t anderer
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Innenmembranproteine in Abwesenheit von Oxa1 betroffen. Ein Beispiel hierfu¨r ist der ABC-
Transporter Atm1, dessen vollsta¨ndige Insertion in die Innenmembran unter anderem von Oxa1
abha¨ngt (Bohnert et al., 2010). Fehlt Oxa1, wird Atm1 vermutlich nur unvollsta¨ndig in die Mem-
bran inseriert, kann nicht assemblieren, ist instabil und wird abgebaut. Auch die Level des kernko-
dierten ADP/ATP-Carriers Aac2 sind in der ∆oxa1-Mutante stark reduziert. Dies deutet auf eine
mo¨gliche Beteiligung von Oxa1 bei der Biogenese von Aac2 und eventuell weiteren Vertretern
der mitochondrialen Carrier-Familie hin. Die genaue mechanistische Ursache fu¨r die reduzier-
ten steady state-Level der oben beschriebenen Proteine in der ∆oxa1-Mutante ist nicht bekannt.
Nichtsdestotrotz deuten die gesammelten Daten darauf hin, dass neben der erfolgreichen Mem-
braninsertion auch die Faltung und Assemblierung die Stabilita¨t von Membranproteinen beein-
flussen kann.
4.2 Oxa1 spielt eine bisher unbeschriebene Rolle bei der Biogenese mito-
chondrialer Carrier
Der Import und die Membraninsertion mitochondrialer Carrier sind bereits im Detail untersucht
worden. Eine Beteiligung von Oxa1 an der Biogenese von Carrier-Proteinen wurde bisher jedoch
nicht gefunden. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen jedoch deutlich, dass Oxa1
eine kritische Rolle bei diesem Prozess spielt.
Im Folgenden werden Mo¨glichkeiten diskutiert, auf welche Weise Oxa1 die Biogenese der Carrier
unterstu¨tzen ko¨nnte und verschiedene Interpretationsweisen der in dieser Arbeit beobachteten Ef-
fekte vorgeschlagen und beurteilt.
4.2.1 Die Beteiligung von Oxa1 am Import der Carrier in Mitochondrien
Eine mo¨gliche Erkla¨rung der stark verringerten Importeffizienz aller untersuchten Carrier in Ab-
wesenheit von Oxa1 wa¨re eine direkte Beteiligung von Oxa1 wa¨hrend des Imports dieser Pro-
teine. Dem gegenwa¨rten, gut beschriebenen und allgemein akzeptierten Modell zufolge werden
die im Zytosol synthetisierten Carrier durch den TOM-Komplex in den Intermembranraum der
Mitochondrien importiert. Dort wechselwirken sie mit den kleinen Tim-Proteinen und werden an-
schließend durch die TIM22-Translokase in die Membran inseriert (Abbildung 1.2) (Endres et al.,
1999; Wiedemann et al., 2001; Truscott et al., 2002; Rehling et al., 2004; Brandner et al., 2005).
Dabei werden zuna¨chst Transmembrandoma¨ne fu¨nf und sechs (Modul 3) der Carrier-Proteine in
einer Haarnadel-a¨hnlichen Konformation in Abha¨ngigkeit vom Membranpotential in die Mem-
bran inseriert. Im Anschluss erst ko¨nnen Transmembrandoma¨nen drei und vier (Modul 2) sowie
eins und zwei (Modul 1) in die Innenmembran integriert werden (Rehling et al., 2004), die allei-
ne den TIM22-Komplex weder binden, noch TIM22-vermittelt in die Membran inseriert werden
ko¨nnen (Endres et al., 1999; Brandner et al., 2005). In diesem Modell ist die Membraninsertion der
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Carrier lediglich von TIM22 abha¨ngig und die Beteiligung anderer Insertionsmaschinerien der In-
nenmembran wird nicht beru¨cksichtigt. Interessanterweise wurde jedoch gezeigt, dass die Erken-
nung und Membraninsertion der individuellen Carrier-Module auch durch den TIM23-Komplex
mo¨glich ist (Vergnolle et al., 2005b). Dieser Befund wirft daher die Frage auf, ob tatsa¨chlich alle
3 Module der Carrier-Proteine ausschließlich u¨ber den TIM22-Komplex in die Membran inseriert
werden, oder ob dieser mit anderen Translokasen der Innenmembran kooperiert. Eine a¨hnliche Si-
tuation wurde fu¨r ein anderes Membranprotein, den ABC-Transporter Mdl1 beschrieben. Bei des-
sen Insertion wirken zwei unabha¨ngige Insertionssysteme zusammen: Hierbei werden die Trans-
membrandoma¨nen 1 und 2 per Stopp-Transfer-Mechanismus mittels des TIM23-Komplexes in
die Innenmembran inseriert. Im Anschluss werden die Transmembrandoma¨nen 3 und 4 zuna¨chst
in die Matrix importiert und in einem anschließenden, Oxa1-vermittelten Schritt in die Mem-
bran inseriert (Bohnert et al., 2010). Diese Studie zeigt somit eindrucksvoll, dass verschiedene
Insertionsmaschinerien der mitochondrialen Innenmembran bei der Proteininsertion zusammen-
wirken ko¨nnen. Im Hinblick darauf ist es also theoretisch denkbar, dass die Module 1 und/oder
2 der Carrier in einem TIM23- oder Oxa1-vermittelten Schritt in die Innenmembran inseriert
werden. Ein solches Szenario wu¨rde die drastisch reduzierte Importeffizienz von Carriern in der
Oxa1ts-Mutante erkla¨ren und ko¨nnte ebenfalls fu¨r die in der ∆oxa1-Mutante beobachteten, redu-
zierten steady state-Mengen an Aac2 verantwortlich sein. Betrachtet man jedoch die Membran-
insertion frisch importierter Carrier-Moleku¨le in Abwesenheit von Oxa1ts, zeigen sowohl Daten
der Carbonat-Extraktion als auch die Analyse der submitochondrialen Lokalisierung durch Pro-
teaseverdau (Abbildung 3.9), dass die eigentliche Insertion in die mitochondriale Innenmembran
nicht gesto¨rt ist. Damit ist eine essentielle Funktion von Oxa1 bei der Membraninsertion mito-
chondrialer Carrier auszuschließen. Der ineffiziente Import von Carriern in die Oxa1ts-Mutante
wird somit wahrscheinlich durch einen spa¨teren Oxa1-vermittelten Schritt der Carrier-Biogenese
verursacht.
4.2.2 Die Rolle von Oxa1 bei der Freisetzung von Carrier -Proteinen aus der TIM22-
Translokase
Eine alternative Erkla¨rung fu¨r den ineffizienten Import der Carrier in Abwesenheit von Oxa1
wa¨re eine Beteiligung von Oxa1 an der Freisetzung der importierten Proteine aus der TIM22-
Translokase. Hierbei wa¨re der TIM22-Komplex durch zuvor importierte Proteine blockiert und
der Import ka¨me in Abwesenheit von Oxa1 zum Erliegen. Eine a¨hnliche Funktion wurde in der
Tat fu¨r das Oxa1-Homolog YidC beschrieben. YidC ist ein essentieller Bestandteil der bakte-
riellen Innenmembran und kann, a¨hnlich Oxa1, Proteine eigensta¨ndig in die Membran inserie-
ren (Serek et al., 2004; van der Laan et al., 2004a). Daru¨ber hinaus bildet YidC aber auch mit
der SecYEG-Translokase einen Komplex, der an der Insertion einer Reihe weiterer Substratpro-
teine wie beispielsweise der Untereinheit a der F1Fo-ATPase oder der Untereinheit K der NADH-
Dehydrogenase I beteiligt ist (Yi et al., 2003, 2004; Price & Driessen, 2010). YidC scheint hier-
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bei die Freisetztung der inserierten Sec-Substrate zu erleichtern, indem es deren Transmembran-
doma¨nen beim U¨bergang vom SecYEG-Translokon in die Lipidmembran bindet und so stabili-
siert (Urbanus et al., 2001). Vergleichbar dieser Funktion wa¨re es denkbar, dass Oxa1 in a¨hnli-
cher Weise an der Freisetzung der Carrier-Proteine aus dem TIM22-Komplex beteiligt ist. Die-
se Mo¨glichkeit ist jedoch relativ unwahrscheinlich, denn alle Importexperimente wurden mit ra-
dioaktiv markierten Carrier-Proteinen durchgefu¨hrt (Abbildung 3.6 und 3.7). Die hierbei impor-
tierten, radioaktiven Substratmengen sind so gering, dass die Anzahl der Translokationskomple-
xe nicht gesa¨ttigt wird (Palmisano et al., 1998; Lim et al., 2001; Model et al., 2002). Die un-
vollsta¨ndig importierten, im TIM22-Komplex arretierten Carrier-Moleku¨le sollten daher auch in
Abwesenheit von Oxa1 in vergleichbaren Mengen detektierbar sein wie die in Anwesenheit von
Oxa1 vollsta¨ndig importierten Carrier. Zudem sollte durch den mit Carrier-Moleku¨len blockier-
ten TIM22-Komplex auch der Import anderer TIM22-Substrate wie Tim23 oder Tim22 selbst be-
einflusst sein. Die steady state-Mengen dieser Proteine sind jedoch im Gegensatz zu den Carrier-
Leveln in Abwesenheit von Oxa1 nicht reduziert (Abbilung 3.1), was darauf hindeutet, dass die
TIM22-Translokase nicht blockiert ist. Daru¨ber hinaus ist YidC u¨ber SecDFYajC mit SecYEG ver-
bunden und kann im Komplex mit der Sec-Translokase aufgereinigt werden (Scotti et al., 2000;
Nouwen & Driessen, 2002). Oxa1 scheint dagegen kein Teil der TIM22-Maschinerie zu sein, denn
im Gegensatz zu YidC konnte Oxa1 bei der Aufreinigung des TIM22-Komplexes nicht ko-isoliert
werden (Rehling et al., 2003). Aufgrund dieser Argumente ist auch eine essentielle Funktion von
Oxa1 fu¨r die Freisetzung der Carrier-Proteine aus dem TIM22-Kanal in die Lipidmembran un-
wahrscheinlich.
4.2.3 Die Rolle von Oxa1 bei der Dimerisierung mitochondrialer Carrier
Wie zuvor diskutiert, scheint Oxa1 nicht an der Membraninsertion oder der Freisetzung von
Carrier-Proteinen aus der TIM22-Translokase beteiligt zu sein. Der beobachtete Importdefekt
in Abwesenheit von Oxa1 wird daher vermutlich durch einen spa¨teren, Oxa1-vermittelten Schritt
der Carrier-Biogenese verursacht. Der Vergleich der ∆oxa1-Mutante mit der ∆crd1-Mutante, bei
der die Carrier-Assemblierung durch das Fehlen von Cardiolipin beeintra¨chtigt ist (Jiang et al.,
2000), erlaubt die na¨here Untersuchung der Beteiligung von Oxa1 an diesem Prozess. Die Bedeu-
tung von Cardiolipin fu¨r die Struktur und Funktion des ADP/ATP-Carriers verdeutlichen fru¨here
Befunde (Jiang et al., 2000; Pebay-Peyroula et al., 2003; Nury et al., 2005), die zeigen, dass sechs
Cardiolipinmoleku¨le pro Aac2-Dimer gebunden werden (Beyer & Klingenberg, 1985; Hoffmann
et al., 1994). In Abwesenheit von Crd1 liegt das steady state-Aac2 ausschließlich in der zuvor
beschriebenen oxidierbaren U¨bergangsform vor (Abbildung 3.11). Somit scheint es sich bei die-
ser Aac2-Form um das monomere Moleku¨l zu handeln. Im Gegensatz hierzu ist die nicht mehr
oxidierbare Form des Wildtyps vermutlich vollsta¨ndig assemblierter ADP/ATP-Carrier. Welche
Cysteine eines Aac2-Monomers in der ∆crd1-Mutante oxidiert werden, ist nicht klar. Es spricht
jedoch eine Studie von Hoffmann et al. dafu¨r, dass zumindest Cystein 73 an einer Disulfidbru¨cke
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beteiligt sein ko¨nnte. Dieser Rest des Aac2-Moleku¨ls spielt eine entscheidende Rolle fu¨r die Bin-
dung von Cardiolipin (Hoffmann et al., 1994). Er befindet sich im hydrophilen Bereich zwischen
Transmembrandoma¨ne eins und zwei auf der Matrixseite der Innenmembran. Ein weiterer Cy-
steinrest (271) ist im hydrophilen Bereich zwischen Transmembrandoma¨ne fu¨nf und sechs zu
finden, wie in Abbildung 3.10 A gezeigt. Es ist somit vorstellbar, dass es diese beiden Cysteine














Abbildung 4.1: Modulierte Kristallstruktur eines ADP/ATP-Carrier -Monomers aus S. cerevisiae. Die dargestellte
Struktur wurde anhand des bereits kristallisierten ADP/ATP-Carriers aus B. taurus berechnet. α-helicale Bereiche sind
blau dargestellt, unstrukturierte Regionen rot. Die vier Cysteinreste des Carriers wurden gelb hervorgehoben und durch
Pfeile gekennzeichnet. Links) Seitenansicht des ADP/ATP-Carriers Aac2. Rechts) Aufsicht von Seiten der Matrix.
Hoffmann et al. ist wenigstens Cystein 73 entscheidend fu¨r die enge Assoziation von Cardioli-
pin mit Aac2, wie sie im Wildtyp, nicht aber in der ∆crd1-Mutante stattfindet (Hoffmann et al.,
1994). Durch Cardiolipin abgeschirmt, wu¨rde Cystein 73 somit nicht mehr zur Ausbildung einer
intramolekularen Disulfidbru¨cke zur Verfu¨gung stehen, sodass im Wildtyp nur frisch importiertes,
nicht jedoch fertig assembliertes, Aac2 durch Kupferphenanthrolin oxidiert werden kann.
Die zuvor beschriebene Positionierung der Cysteinreste besta¨tigt sich auch in einer modulier-
ten Kristallstruktur von Hefe-Aac2, die durch Vergleich mit der Kristallstruktur des ADP/ATP-
Carriers aus Bos taurus (PDB ID: 1OKC) mittels des Programms ESyPred3D berechnet wurde
(Abbildung 4.1). Die beiden Homologe teilen eine 50%ige Sequenza¨hnlichkeit (Lambert et al.,
2002; Pebay-Peyroula et al., 2003). In dieser Struktur sind die beiden Cysteinreste 73 und 271
in kurzen, beweglichen α-helikalen Bereichen der hydrophilen Matrixdoma¨nen des Carriers lo-
kalisiert. Die Cysteine 244 und 288 sind in den Transmembrandoma¨nen 5 und 6 des Moduls 3
zu finden (Vergleich Abbildung 3.10 A). Obwohl deren Oxidation theoretisch mo¨glich ist, spre-
chen die folgenden Gru¨nde gegen die Ausbildung einer Disulfidbru¨cke zwischen Cystein 244 und
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288: Zum einen sind die Reste derart in benachbarten Transmembrandoma¨nen positioniert, dass
die reaktiven Thiolgruppen ra¨umlich nahezu parallel ausgerichtet sind und somit aus sterischen
Gru¨nden eine Verknu¨pfung unwahrscheinlich ist. Zum anderen sind beide Cysteinreste in Mo-
dul 3 lokalisiert, werden also daher gleichzeitig in Form einer Schleife in die Membran inseriert.
Somit sollten sich diese beiden Cysteine nicht nur im vollsta¨ndig assemblierten Carrier, sondern
auch zu jedem Zeitpunkt des Imports in ra¨umlicher Na¨he zueinander befinden. Man wu¨rde also er-
warten, dass diese Disulfidbru¨cke nicht nur im oxidierbaren Assemblierungsintermediat, sondern
auch im vollsta¨ndig assemblierten Carrier ausgebildet werden kann. Da die oxidierbare Form
bei frisch in Mitochondrien importiertem Aac2 jedoch im Laufe der Assemblierung verschwindet
(Abbildung 3.13), ist es wahrscheinlicher, dass es die Cysteine 73 und 271 sind, die auf Grund der
Flexibilita¨t der Matrixdoma¨nen zu einem Zeitpunkt wa¨hrend der Biogenese oxidiert werden. Die
Positionierung der Cysteine in der hier berechneten Kristallstruktur von Aac2 muss jedoch nicht
zwangsla¨ufig der in vivo-Situation entsprechen. Daru¨ber hinaus sind Carrier dynamische Pro-
teinkomplexe, die wa¨hrend des Metabolittransports ihre Konformation a¨ndern, wa¨hrend die hier
gezeigte Kristallstruktur lediglich eine mo¨gliche Konformation widerspiegelt. Die Ausbildung al-
ternativer Disulfidbru¨cken kann somit nicht ausgeschlossen werden.
Ausgehend von Modell eines oxidierbaren Assemblierungsintermediats und der Oxidierbarkeit
von frisch importiertem Aac2 (Abbildung 3.13), wu¨rde man sowohl in Abwesenheit von Oxa1
als auch in der ∆crd1-Mutante Defekte in der Dimerisierung von Aac2 postulieren. Bei der Be-
trachtung des steady state-Verhaltens von Aac2 in beiden Mutanten werden jedoch Unterschiede
deutlich. Wa¨hrend in ∆crd1-Zellen hierbei ebenfalls ausschließlich die oxidierbare Form detek-
tiert wurde, akkumulierte in der ∆oxa1-Mutante der Carrier in seiner nicht oxidierbaren Form
(Abbildung 3.11). Oxa1 scheint somit keine essentielle Funktion bei der Dimerisierung von Aac2
zu u¨bernehmen.
4.2.4 Die Rolle von Oxa1 als Chaperon fu¨r mitochondriale Carrier
Wie im vorangegangenen Abschnitt diskutiert, ist Aac2 in der ∆crd1-Mutante nicht oder nur feh-
lerhaft assembliert. Interessanterweise ist die Stabilita¨t des Carriers in diesem Stamm jedoch nicht
betroffen, denn die steady state-Level von Aac2 sind vergleichbar mit denen im Wildtyp. Im Ge-
gensatz hierzu sind die Mengen an Aac2 in Abwesenheit von Oxa1 stark reduziert. Diese geringen
Mengen des Carriers scheinen allerdings erfolgreich assembliert vorzuliegen (Abbildung 3.11).
Dieses scheinbar kontroverse Verhalten der ∆oxa1- und ∆crd1-Mutante la¨sst sich am besten un-
ter der Annahme erkla¨ren, dass Oxa1 nicht fu¨r die Dimerisierung der Carrier per se eine Rolle
spielt, sondern vielmehr als Chaperon agiert, indem es die Carrier bindet, in der Membran sta-
bilisiert und in einem assemblierungskompetenten Zustand ha¨lt. In der ∆crd1-Mutante kann der
Carrier nach diesem Modell zwar in die Mitochondrien importiert, jedoch nicht assembliert wer-
den. Da Oxa1 in dieser Mutante vorhanden ist, wird Aac2 vermutlich von Oxa1 gebunden und liegt
stabil in einem assemblierungskompetenten Zustand vor. Anders ist die Situation in der ∆oxa1-
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Mutante. Hier kann der Carrier ebenfalls in Mitochondrien importiert und in die Innenmembran
inseriert werden. Im Gegensatz zur ∆crd1-Mutante fehlt allerdings Oxa1. Hierdurch ko¨nnen die
Carrier-Proteine nicht stabilisiert werden und ein Großteil der frisch importierten Carrier wird
schnell wieder abgebaut. Eine Rolle von Oxa1 als Chaperon wurde bereits fu¨r das mitochondrial
kodierte Protein Atp9 beschrieben (Jia et al., 2007). Dieses kann nur in Anwesenheit von Oxa1
erfolgreich oligomerisieren und mit Atp6 assemblieren. Daru¨ber hinaus bilden Oxa1 und Atp9
einen stabilen Komplex. Eine solche direkte Interaktion konnte zwar bisher zwischen Oxa1 und
Aac2 nicht nachgewiesen werden, jedoch war die Quervernetzung minimaler Mengen von Oxa1
mit Aac2 aus N. crassa und S. cerevisiae erfolgreich (die Daten wurden auf Grund der extrem
ineffizienten Quervernetzung nicht gezeigt). Die Idee, dass Oxa1 nicht nur an der Membranin-
sertion, sondern auch an der Assemblierung verschiedener Proteine beteiligt sein ko¨nnte, wird
erneut auch durch Studien des bakteriellen Oxa1-Homologs YidC unterstu¨tzt. So wurde beispiels-
weise gezeigt, dass YidC an der Biogenese der bakteriellen Proteine LacY und MalF beteiligt ist
(Nagamori et al., 2004; Wagner et al., 2008; Wang & Dalbey, 2011) und entscheidend zur Assem-
blierung des Maltose-Transporterkomplexes beitra¨gt (Wagner et al., 2008). Daru¨ber hinaus haben
voneinander unabha¨ngige Arbeiten gezeigt, dass YidC mit den Transmembrandoma¨nen einer Rei-
he verschiedener, frisch membraninserierter Proteine quervernetzt werden kann. Dies deutet auf
eine direkte Interaktion und damit auf eine mo¨gliche YidC-vermittelte Stabilisierung dieser Pro-
teine hin (Beck et al., 2001; van der Laan et al., 2001; Yu et al., 2008). Fu¨r eine zentrale Rolle des
Oxa1-Homologs YidC als Chaperon spricht ebenfalls, dass YidC in vielen Fa¨llen nicht zwingend
notwendig fu¨r die eigentliche Membraninsertion der zuvor beschriebenen Proteine ist (Samuel-
son et al., 2000; van der Laan et al., 2003, 2004b). Aufgrund der engen Verwandschaft zwischen
Oxa1 und YidC und der strukturen A¨hnlichkeit vor allem im Bereich der Transmembranregionen
wa¨re es daher denkbar, dass Oxa1 neben seiner Insertaseaktivita¨t eine weitere Funktion als Chape-
ron u¨bernimmt. Auf eine Rolle von Oxa1 bei der Stabilisierung verschiedener Membranproteine
deuten ebenfalls auch Daten von Lemaire et al. hin, die zeigen, dass verschiedene Untereinhei-
ten der F1Fo-ATPase in Abwesenheit von Oxa1 zwar membraninseriert, jedoch instabil sind und
durch die AAA-Protease Yme1 abgebaut werden (Lemaire et al., 2000). Durch die gleichzeitige
Deletion von Oxa1 und Yme1 akkumulieren die ATPase-Untereinheiten wie im Wildtyp und die
ATPase-Aktivita¨t kann wieder hergestellt werden. Demnach scheint Oxa1 die membransta¨ndigen
Untereinheiten der ATPase nach ihrer Insertion zu binden, wie dies fu¨r Atp9 gezeigt wurde (Jia
et al., 2007), und so vor Degradation zu schu¨tzen.
Im Licht der beschriebenen Literatur deuten die in dieser Arbeit gesammelten Daten darauf hin,
dass Oxa1 die Funktion eines Chaperons wa¨hrend der Carrier-Biogenese u¨bernimmt.
4.2.5 Die Rolle von Oxa1 bei der Carrier -Biogenese – ein Modell
Wie in den vorangegangenen Abschnitten dargelegt, scheint Oxa1 keine Rolle beim Carrier-
Import, der Freisetzung der Carrier aus der TIM22-Translokase und der Carrier-Dimerisierung
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zu spielen. Vielmehr deuten die vorgestellten Daten auf eine Chaperonfunktion von Oxa1 wa¨hrend
der Carrier-Biogenese hin. Das folgende Modell bringt daher sowohl den beobachteten Effekt von
Oxa1 auf die Assemblierung als auch auf den Import der mitochondrialen Carrier in Einklang:

























Abbildung 4.2: Schematische Darstellung eines mo¨glichen Oxa1-abha¨ngigen Schrittes wa¨hrend der Carrier-
Biogenese. Das durch den TOM- und TIM22-Komplex importierte Carrier -Protein kann unter normalen Umsta¨nden
(rechts, Wildtyp) an Oxa1 binden, wird stabilisiert und erfolgreich assembliert. In Abwesenheit von Oxa1 (links, ∆oxa1-
Mutante) ist ein membraninseriertes Assemblierungsintermediat des Carriers nicht stabil und wird abgebaut. IMR = Inter-
membranraum.
portiert und anschließend in einem membranpotentialabha¨ngigen Schritt in die Innenmembran in-
seriert. Nach Verlassen der TIM22-Translokationspore werden die Carrier durch Oxa1 stabilisiert,
in einem assemblierungskompetenten Zustand gehalten und ko¨nnen schließlich dimerisieren (Ab-
bildung 4.2). In Abwesenheit von Oxa1 ko¨nnen die frisch membraninserierten Carrier-Moleku¨le
nicht hinreichend stabilisiert werden, der Großteil der nicht assemblierten Carrierwird durch Pro-
teasen des Intermembranraum oder der Matrix abgebaut und nur ein kleiner Teil kann erfolgreich
assemblieren. Somit kann auch in einer ∆oxa1-Mutante Aac2 noch detektiert werden und eine
basale ADP-Aufnahme ist messbar.
4.3 Einblicke in die Oxa1-vermittelte Proteininsertion
Der molekulare Mechanismus, durch den Proteine Oxa1-vermittelt in die mitochondriale Innen-
membran inseriert werden, konnte bisher nicht entschlu¨sselt werden. Um Einblicke in diesen Pro-
zess zu erhalten, wurde S. cerevisiae Oxa1 rekombinant aus Bakterien aufgereinigt und in Proteo-
liposomen rekonstituiert. Der gro¨ßere Teil des in Bakterien synthetisierten Oxa1 bildet einen ho-
mooligomeren Komplex von etwa 200 kDa (Abbildung 3.17). Da Oxa1 durch das milde Detergenz
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DDM aus der Membran gelo¨st wurde und die Menge assoziierter Detergenzmizellen nicht bekannt
ist (Møller & le Maire, 1993), kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob es sich bei dem hier
aufgereinigten Komplex um ein Dimer oder einen ho¨heroligomeren Komplex wie ein Tetramer
handelt. Fru¨here Untersuchungen mit rekombinat gereinigtem Oxa1 aus N. crassa, das ebenfalls
in einem Komplex von etwa 200 kDa vorliegt, sowie endogenem Oxa1 aus Hefe-Mitochondrien,
das in einem Komplex aus 250-300 kDa vorliegt, deuten allerdings auf einen tetrameren Komplex
hin (Preuss et al., 2001; Nargang et al., 2002; Szyrach et al., 2003).
In Zusammenarbeit mit der Gruppe von Richard Wagner in Osnabru¨ck wurde das rekombinant ex-
primierte Oxa1 in black lipid membranes inseriert und anschließend elektrophysiologisch vermes-
sen. Die von Michael Meinecke und Vivien Kru¨ger durchgefu¨hrten Messungen deuteten darauf
hin, dass Oxa1 eine Pore in der Membran bildet. Daten, wie ein solcher Oxa1-Kanal organisiert
sein ko¨nnte, fehlen jedoch bisher. Die Ergebnisse, dass Oxa1 einen oligomeren Komplex ausbil-
det, erlauben Spekulationen u¨ber die molekulare Organisation des OXA1-Komplexes. So wa¨re
es mo¨glich, dass je zwei Oxa1-Moleku¨le eine Translokationspore bilden, wie dies fu¨r die SecY-
Untereinheit des SecYEG-Komplexes oder fu¨r Sec61α des Sec61-Komplexes des Endoplasmati-
schen Retikulums gezeigt wurde. Im Beispiel des SecYEG-Komplexes sind die zehn Transmem-
brandoma¨nen von SecY um eine zentrale Pore angeordnet, durch die ein ungefaltetes Protein u¨ber
die Membran transloziert oder in diese inseriert werden kann (Breyton et al., 2002; du Plessis
et al., 2011). In einem aus zwei Untereinheiten bestehenden OXA1-Komplex ko¨nnte man sich
eine a¨hnliche Organisation vorstellen. Die insgesamt zehn Transmembrandoma¨nen zweier Oxa1-
Moleku¨le wa¨ren dabei um eine zentrale Pore angeordnet. Dieses Modell wird durch kryoelek-
tronenmikroskopische Aufnahmen unterstu¨tzt, die die Bindung von Oxa1-Dimeren im Bereich
des Tunnelausgangs bakterieller Ribosomen zeigen (Kohler et al., 2009). Eine solche dimere Or-
ganisation des OXA1-Komplexes steht allerdings im Gegensatz zu der tetrameren Organisation
von endogenem Oxa1 (Preuss et al., 2001; Szyrach et al., 2003). Diese Diskrepanz ließe sich
unter anderem damit erkla¨ren, dass der native, endogene OXA1-Komplex aus zwei miteinander
verbundenen Oxa1-Translokationsporen bestehen ko¨nnte. Eine solche Zusammenlagerung zwei-
er unabha¨ngiger Translokationskana¨le wurde bereits fru¨her unter anderem fu¨r den TIM22-Kanal
berichtet (Rehling et al., 2003). Ungeachtet dessen sollte allerdings nicht außer Acht gelassen wer-
den, dass in der kryoelektronenmikroskopischen Studie von Ko¨hler et al. bakterielle Ribosomen
verwendet wurden. Diese unterscheiden sich strukturell stark von mitochondrialen Ribosomen,
besonders in der Region um den Polypeptid-Tunnelausgang, wo auch Oxa1 bindet (Sharma et al.,
2003; Jia et al., 2009). Somit ist es mo¨glich, dass die in dieser Studie berichtete dimere Organisa-
tion nicht die in vivo-Situation in Mitochondrien widerspiegelt. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnten keine eindeutigen Schlu¨sse zur molekularen Organisation des OXA1-Komplexes erlangt
werden, es wurde jedoch eine Kooperation mit der Gruppe von Irmgard Sinning in Heidelberg
initiiert, um die Kristallstruktur von Oxa1 zu lo¨sen. Es bleibt deshalb zuku¨nftigen Forschungsar-
beiten vorbehalten, Licht ins Dunkel der intensiven Debatte u¨ber eine dimere oder ho¨heroligomere
Stuktur des OXA1-Komplexes zu bringen.
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In einem na¨chsten Schritt wurde Oxa1 erfolgreich in Proteoliposomen rekonstituiert (Abbil-
dung 3.18) und ein ko-translationaler, auf Kaninchen-Retikulozytenlysat basierender Insertions-
assay etabliert. Erste Versuche zeigten eine Oxa1-abha¨ngige Insertion der mitochondrial kodierten
ATPase-Untereinheit Atp8. Diese vorla¨ufigen Daten stehen jedoch im Kontrast zu einer fru¨heren
Studie, in der die Oxa1-unabha¨ngige, spontane Membraninsertion von Atp8 gezeigt wurde (Ii &
Mihara, 2001). Da diese Studie mit invertierten mitochondrialen Innenmembranvesikeln durch-
gefu¨hrt wurde, ist nicht klar, ob dieser Befund die in vivo-Situation widerspiegelt oder die in der
vorliegenden Arbeit vorgestellten vorla¨ufigen Daten. Das hier etablierte rekonstituierte System
stellt deshalb zuku¨nftig eine elegante Mo¨glichkeit dar, diese Frage zu beantworten und die Me-
chanismen der Oxa1-vermittelten Proteininsertion und -faltung im Detail zu kla¨ren.
5 Zusammenfassung
Oxa1 ist ein integrales Protein der mitochondrialen Innenmembran und eine zentrale Kompo-
nente der Proteininsertionsmaschinerie in Mitochondrien. Oxa1 ist an der Insertion zweier un-
terschiedlicher Klassen von Proteinen in die Innenmembran beteiligt: Durch eine C-terminale,
matrixsta¨ndige Doma¨ne interagiert Oxa1 mit mitochondrialen Ribosomen und vermittelt so die
ko-translationale Membraninsertion mitochondrial kodierter Proteine. Daru¨ber hinaus wurde auch
eine Beteiligung von Oxa1 an der Insertion einiger kernkodierter Proteine beschrieben. Bei allen
bisher identifizierten kernkodierten Substraten von Oxa1 handelt es sich um sogenannte konserva-
tiv sortierte Proteine, die nach ihrer Synthese im Zytosol zuna¨chst klassisch u¨ber die Translokasen
der mitochondrialen Außen- und Innenmembran in die mitochondriale Matrix importiert werden.
In einem Oxa1-vermittelten Schritt werden sie schließlich von der Matrix aus in die Innenmem-
bran inseriert. Vergleiche mit dem bakteriellen Oxa1-Homolog YidC lassen weiterhin vermuten,
dass Oxa1 auch an der Faltung von Membranproteinen beteiligt sein ko¨nnte, bisher ist eine solche
Oxa1-Funktion jedoch nur in Einzelfa¨llen beschrieben worden.
Der genaue molekulare Mechanismus der Proteininsertion durch Oxa1 sowie eine eventuelle Be-
teiligung von Oxa1 an der Insertion anderer mitochondrialer Innenmembranproteine ist bisher
unklar. Es war daher u¨berraschend festzustellen, dass die Level des ADP/ATP-Carriers in Abwe-
senheit von Oxa1 stark reduziert waren. Der Import und die Membraninsertion mitochondrialer
Carrier wurden in den vergangenen Jahren im Detail beschrieben, bisherige Studien deuteten je-
doch nie auf eine Beteiligung von Oxa1 bei der Carrier-Biogenese hin. Carrier-Proteine werden,
im Gegensatz zu konservativ sortierten Proteinen, aus dem Intermembranraum in die Innenmem-
bran inseriert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch Importversuche gezeigt werden, dass Oxa1
eine wichtige, wenn auch nicht essentielle Funktion bei der Biogenese verschiedener Vertreter der
mitochondrialen Carrier-Familie einnimmt. Die erhaltenen Daten deuten darauf hin, dass Oxa1
nicht an der Membraninsertion der Carrier-Proteine per se beteiligt ist, sondern a¨hnlich einem
Chaperon die TIM22-abha¨ngig inserierten Carrier stabilisiert und ihre Faltung oder Assemblie-
rung in der Membran begu¨nstigt. Diese Arbeit zeigt somit, dass Oxa1 nicht nur an der Membranin-
sertion verschiedener mitochondrial und kernkodierter Proteine beteiligt ist, sondern eine weitere
wichtige Funktion als Chaperon einnimmt. Bedeutend ist hierbei vor allem, dass diese Rolle bei
der Stabilisierung und Faltung mitochondrialer Innenmembranproteine sich nicht auf klassische
Oxa1-Substrate beschra¨nkt, die von Seiten der Matrix in die Membran inseriert werden, sondern
entscheidend die Biogenese von Proteinen beeinflusst, deren eigentliche Membraninsertion Oxa1-
unabha¨ngig verla¨uft.
Die Bedeutung von Oxa1 bei der Insertion mitochondrial kodierter Proteine ist gut dokumentiert,
genaue mechanistische Details des Prozesses der Membraninsertion durch Oxa1 fehlen jedoch
bisher. Um den molekularen Mechanismus der Oxa1-vermittelten Proteininsertion besser zu ver-
stehen, wurde die native Aufreinigung von rekombinant exprimiertem S. cerevisiae Oxa1 etabliert
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und gezeigt, dass dieses einen dimeren oder ho¨her oligomeren Komplex ausbildet. Oxa1 wurde
weiterhin erfolgreich in Proteoliposomen rekonstituiert und stimuliert in vitro die Insertion des
mitochodrial kodierten Proteins Atp8. In dieser Arbeit wurden vorla¨ufige Daten u¨ber die Oxa1-
vermittelte Proteininsertion gesammelt. Das hier etablierte Rekonstitutionssystem wird eine wich-
tige Basis fu¨r zuku¨nftige Arbeiten bilden, die zum Versta¨ndnis der molekularen Mechanismen der
Oxa1-abha¨ngigen Proteininsertion beitragen werden.
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die angenehme Arbeitsatmospha¨re danken, die von zahlreichen inspirierenden Diskussionen, viel
Unterstu¨tzung und Humor und in einigen Fa¨llen auch freundschaftlichen Banden gepra¨gt war. Dies
gilt besonders fu¨r Melanie Bien und Martin Prestele, denen ich an dieser Stelle besonders danken
mo¨chte. Beide haben mich bei meinem Start im Februar 2007 mit offenen Armen in der Zellbio-
logie empfangen, mich mit Rat und Tat unterstu¨tzt und standen mir immer mit Ihrer Freundschaft
zur Seite und obwohl Doc P. mittlerweile der dunklen Seite der Macht (wie man die Industrie auch
bezeichnen ko¨nnte) erlegen ist, freut es mich um so mehr, dass dies unserer Freundschaft keinen
Abbruch getan hat.
Danken mo¨chte ich auch Sabine Knaus und Andrea Trinkaus, die mir so manches Mal unter die
Arme gegriffen haben, wenn Not am Markus war und mich mit einem nie endenden Strom isolier-
ter Mitochondrien versorgt haben.
Ein weiteres großes Dankescho¨n geht an dieser Stelle an unsere Simone, die im Sekreta¨riat die
Stellung ha¨lt und nicht einmal vor den kompliziertesten bu¨rokratischen Kniffligkeiten zuru¨ck-
schreckte, mit denen ich sie im Laufe meiner Doktorabeit nervte. Wenn das mal nicht auch mit
meinem eigentlich ziemlich einfach zuzubereitenden Tomatenpesto zusammenha¨ngt, fu¨r das sie
mich sogar heiraten wu¨rde (ihrer eigenen Angabe zufolge).
Auch danken mo¨chte ich Corinna Welz, die stets saubere Glaswaren aus der Spu¨lku¨che fu¨r unsere
Experimente bereitgestellt hat und Vera Nehr, die zusammen mit Andrea und Sabine immer fu¨r
das Vorhandensein der no¨tigen Verbrauchsmaterialien sorgte.
Mein Dank geht auch an Ilka Haferkamp und Melanie Geier, die mich in Sachen Proteinreini-
gung beraten haben. Daru¨ber hinaus stand mir Ilkas Melanie vor allem bei den Messungen zur
ADP-Aufnahme hilfreich zur Seite, bei denen der Unterhaltungsfaktor durch lustige Geschichten
ihrerseits stets inklusive war.
Meinen gro¨ßten Dank mo¨chte ich an dieser Stelle an meine ganze Familie, vor allem aber meine
Eltern und meinen Bruder richten, die mich seit ich denken kann mit all ihrer Kraft unterstu¨tzten,
mir Trost, Mut und Freude spendeten und immer bedingungslos hinter mir standen.
Zuletzt, aber dafu¨r umso herzlicher, mo¨chte ich meiner Freundin Steffi danken. Mit ihrer Liebe,
ihrer Lebensfreude und ihrem Tatendrang hat sie mich immer wieder zum Lachen gebracht, auch
wenn mir gerade einmal nicht danach war. Sie stand mir mit all ihrer Kraft zur Seite und hat mich
motiviert und aufgebaut, was sicher nicht immer einfach war. Ich danke dir von ganzem Herzen!
